Vasodilation mechanism of a novel 1,4-dihydropyridine derivative containing nitrosoester by 田中, 誠 et al.
硝酸 エ ス テ ル を有する且 ､ 4 - ジ ヒ ド ロ
ビ リ ジ ン 誘導体の 血管拡張作周機構
に 関する研究
且 9 9 0 年
田ヨ 中 誠
臣ヨ 耽
緒言 ● ● 0 0 0 ● ○ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ● ● ● ● ○ ■ ● ● ○ ● ○ ● ● 8 ● ■ ●● ● ● . J ●● 0 0 ● ●● 0 0 0 ●● ● ○ ● 一 ● ● ● ■ - ● 0 0 ● ● ● ■ - ● ○ ● ● ● ● ● ● ● ● I ● ○ ● ● ● ● ■
第 Ⅰ章 N N Dの ラ ッ ト心筋 ､ ブ タ冠動脈等 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の
結合能
第 1 節 序論
0 0 0 ● 1 4 4 ＋ 4 ● ● ○ ● 01D O O 4 0 ● ○ ■ O o ● ○ ■ ● ● ● ○ ● 0 0 ● ○ ● 0 0 0 1 ● ● ● ● 0 4 4 4 4 4 1 4 4 41) ○ ● 0 0 1 4 4 t * 4 0 ●● 0 0 ● ◎ ○ ●
● ● ● ● 0 0 ● 0 11 0 0 0 0 ● ■ ● ■ 0 1 4 4 4 0 ● ● ● ● ■ ● ● 4 ● ● 1 4 0 ● ● ● ● ● ■ ● 0 0● ● ● 4 O● t 4 lb 4 1b 4 ● ● ■ ● ● I ＋ 0 4 J 4 ＋ 4 ＋ ＋ Q 4 0
第 2節 実験材料及 び実験方法 ○● A 8 ● ● ● ● ● ● 4 q 4 ＋ 4 ● ○ ● ○ ● ■ II ＋ 4 4 4 4 8 t 4 4 ＋ 4 ＋ 0 1 1 1I ＋ ○ ● d[ ● ● ● ● ● ● ● ● 4
1 . 実験材料
2 . カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 模品の 調製
3 . カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合反応の 測定
第 8節 実験結果
1 . 結合 の速度論的解析
2 . 結合 の 濃度依存性 と可逆 性
3 . 結合の 特異性
第4節 考案
1
6
1 9
第 5節 小括 ･ ･ - - I - - - ･ - - - - - - - - - - - - - ･ ･ ･ - - - ･ - - ･ - 2 1
第 Ⅱ章 ∴ N
-
N王)の サ イ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ
ー ･ 阻害作用 の Ca2 ＋依存性 - - - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･L｡ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ - ･･ - ｡ ･ - ･ ･ ･ - ･ ･ ･ d2 3
第1節 序論 - - - - - ･ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 23
づ 第2節 ･ '実験材料及び実験方法 - ･ ･ ･ ･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - . ･ ･ -- - ･ ･･ - - ･ ･ ･ - ･ - ･ ･2 4
1 . 実験材料
2 . サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ 榛品 の 調製
8 . サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性 の 測 定
第 3節 実験結果 - - - - ･ - ･ ･ - - I - - ･ ･ -- - - - - - - - - ･ - - - 2 6
1 . N N Dの サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ
活性に 対す る 作用
2
■
こ
卜
官 G T Aの サ イ ク T) ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ
活性た対す る作用
3 . N ND の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ
活性阻害に 対 す るE GT A の 作用
4 . カ ル モ ジ ェ リ ン 括抗剤 の サイ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ
ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性阻害 に対す るE GT A の 作用
J
第4 節 考案 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 4
J ヽ J
第5節 小括 - - - - - - - - - - ･ - - - ･ ･ - - - - - - - - - ･ - - - - 3 6
第Ⅲ章 N N Dの ウ シ 肺動巌お よ び肺静脈の サ イ ク リ ッ ク G M P代謝に
対 す る影響 - ･ ･･ - - - ･ ･ d ･ - - . ･ - - - - ･ ･ ･ - ･ ･ ･ - -- - ･ o - - - 8 7
第1節 序論 - - - - ｡ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 8 7
第2節 実験材料及び実験方法 - - - - - ･? - - - - - - ｡ - - - - - - 3 8
1 . 実験材料
2 . 酵素標品の 調製
8,
. サ イ ク リ ッ ク GMP ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性の 測定
4 . サイ ク リ ッ ク GM P蓄横の 測定
5 . R I Aに よ る サ イ ク リ ッ ク G M Pの定量
6 . デ ー タ解析
第3 節 実験結果 - - - - - . ･ ･ - - ･ . ･･ ･ ･ - - - - ･ ･ ･ - - - - -
.
. ･
7
-
･
･ -
て - 4 I
1 . N N Dの サ イ ク リ ッ ク GM Pホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性
. .
に対す る 作用 ,
2 . N ND の サ イ ク リ ッ ク G M P蓄積 に対す る 作用
3 . N N Dの 血管組織内サ イ ク リ ッ ク GM P 量に 対する作用 ′
†‾▼
ヽ
第4節 考案 - - - ･ ･ - I - - - - - - - - - - - - - - -
∫
- ･ - - - - 5 1
･ヽ-J 一ナん
L;i
第5節 小括 - - - ･ - - - - - - ･ - - - ･ ･ - - ･ - - - -- - - - - - - 5 3
第-W章
=
N N D および各 種1, 逢 - ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン 誘導体の カ ル シ ウ ム
チ ャ ン ネ ル 結合 能お よび サ イ ク 7) ッ ク GM P増加作用 の比 較
- ･ - ･ ･ - - ･ - - - ･ ･ - ･ ･ - ･- - - - - I - ｡ ･ - ｡ ･ ･ ･ ･ - ･ - - ･ ･ - ･ ･ - - ･5 5
第 1節 序論 - ･ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ･ - - 55
第2節 実験材料及び実験方法 - - ･ - ･ - - - ･- - - - - - ｡ - ･ - - - 5 6
1 . 実 験材料
2 . カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合能の 測定
3 . 血管組織内サ イ ク リ ッ ク G M P量の 測定
4 . 血 圧及び冠動脈血 流量 の 測 定
5 . デ ー タ解析
第3節 実験結果 - - - - - - ･ - ･ - - - - - - - - - - - - - - - - - 58
1 . 各種 1､ 4 - ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン 誘導体 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル
結合能
2
'
∴ 各種1{ 4 - ジ ヒ ド ロ ビ 7) ジ ン 誘導体 の サ イ ク 7) ッ ク GMP 量
に 対す る作用
3
1
こ 各種1く 4 - ジ ヒ ド ロ ビ 7) ジ ジ誘導体 の 麻酔イ ヌ の 血圧 低下及 び
冠動脈血 詫量増加作用の 強さと持続 性
壬葡 4m ･ ･ 考察 - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - - ･ . ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ -- I - - - ･ - - ･ ･ - ･ ･- - ･ ･ ･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ 64
寸簡 ･5節.- 小括･･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ - - - ･ ･ ･ - ･ ･ ･ - ･ ･ ･ - ･ ･ -- ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ - I . ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ . -6 6
第 Ⅴ 章 N ND の カ ル モ ジ ュ
7) ン へ の 結合能 ｡ - ･ - - - - - - - ･ - - - 6 7
第 1 節 序論 - - - - ･ ･ - ･ ･ - ･ ･ ･ -･ ･ - - - - - ･ . - - - - ･ ･ ･ - - -
A - ･ 6 7
第2節 実験村料及び 実験方法 - - - - - - - - - - - - - - ･ - ･ - - 6 8
1 ｡ 実験村料
2 . カ ル モ ジ & リ ン と の 結合 の 測 定
8 . サ イ ク リ ッ ク G M Pホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性の 測定
4 . デ ー タ解析
第3節 実験結果 - - - - - - - - - - - ･ - - - - - - - - - ･･ - ･ - ･ 6 9
1
.
. NN D とカ ル モ ジ ュ 1) ン との 結合 (平衡 カ ラ ム 法)
2 . N N D とカ ル モ ジ ュ リ ン との 結合 (蛍光法)
3 . N N D とカ ル モ ジ ュ リ ン の サ イ ク リ ッ ク G M Pホ ス ホ
ジ ュ ス テ ラ - ゼ 活性 に 対する 作用
第 4節 考察 - - - - ･ - ･ - - - - - - - - - -
- - - - ･ ･
丁
- - - ･ - - 7 8
･▼ ItT一
第 5節 小括 - - ･ ･ ･ ･ ･ - ･ - - - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ -- - - - I
- ･ ･ ･∴
て･. ･ ･ ･ ･ ･r - ･･:. .
I 7 9
第Ⅵ章 N N Dの ウ シ 肺動脈 お よ び肺静脈 ヘ の 取り込 み
･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
丁
- ･ ･ ･
丁
･ ･ ･ ･ ･ 8 1
第1節 序論 - ･ ･ ･ - - ･ ･ ･ - - - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ -
･ ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ -- - - - ;
- ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
T_
8 1
第 2節 実験村料及び実験方法 - - - - - - - - - - - - - - ･ ･ - ･ - 8 2
且 . 実験材料
2 , 血管組織 へ の 取 り込み の 測定
3 . 分配係数の 測定
4 . デ ー タ解析
第 3 節 実験結果 - - - - - - - ･ ･ - - - - - ･ - - - - - ･ - - - - - 8 8
1 . 時間依存性
2 . 濃度依存性
3 . 温度依存性
4 . 分配係数
第 4節 考案 - - - - - - - - - - - - - - - ･ - - - - - ･ - - I - - - 8 9
第 5節 小満 - - - - - - - - - - - - , ･ ･ - - - - - - - - - - - - 91
総括 - - - - - ･ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 9 2
謝辞 ･ - ･ - ･ - - - - - - - - ･ ･ - - ･ - - - - - - ･ ･ - - - - - - - - - - 9 6
掲載雑誌 目録 - - - I - - - ･ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 97
参考文献 ･ ･ - - - ･ ･ - - - ･ - - - - - - - - - - - ･ - - I - - - - - - - - 9 9
略譜 一 覧
A NO V A
abla X
B N D
B P A
B PV
C a M
c A M P
c G M P
D H P
D対S O
D NP
E D R F
E GT A
Fo p
G C
I C50
KI
X2
Kd
Ki
N C O
N F D
ar) alysis of v a ria n c e
血a Xi山al n uめ e r of binding sites
be nidipin e
bo vine intrap ulthO n a ry arte ry
bo vin eintr apultn o nary vein
c almodulin
cyclic ade n o sine 3
'
,5
'
-
m o n opho sphate
c y clic guan osin e3
'
,5
'
-
m o n ophosphate
l､4-dihydrop y ridine
diplethyl sulfoxide
2,4 -dini tr ophenol
e ndotheliu m- de riv ed rela xing facto r
ethyleleglycol-b is( β- a 皿in o ethyl ether)
N,N
'
- tetr a a c etic acid
felodipin e
g uanylate c y cla se
the c o nce ntr atio n n ece s s a ry to pr odu c e5 0%
inhibit o n
asso ciation r ate co
.
nstant
dis s o ciation r ate constant
dis s ociaton co n stant
inhibit on co n stant _I
nicardipin e
nifedipine
即M D
N N D
N N D- M l
N N D- M 2
N N D- M 3
N O
N P
N T D
N T G
N V D
P D E
P N2 0 0- 1 10
R I A
T F P
T N S
W - 7
TB主知Odipin e
2- ni tr 8tOPr OP y旦 3- nitr atopr op y1 2､6-
dil ethy卜4-(3- nitr ophenyl)-1､4-
dihydr op yridin e- 3､5- dic arbox ylate
2- hydroxy pr op y1 3- nitratopropy1 2､6-
di岨ethyl-4-(令- nitr o.phe nyl)
- 1,4-
dihydr opyridin e- 3,5- dic a rbo xylate
2- nitratopr opy1 3- hydr o xy pr opy1 2､6-
di九ethy卜J卜(3- nitr ophenyl)- 1､4-
dihydrop yridin e- 3,5- dic a rboxylate
2- hydr o xypr opy1 8-hydr o xy propy1 2,6-
dih ethy卜4-(3- nitr ophe nyI)-1,4-
dihydr opyridin e- 3､5- dic a rbo xylate
nitroge n oxide
sodiu 恥 nitrop r usside
nitrendipin e
nitroglyce rin e
ni lyadipine
pho sphodie ste ras e
is r 8dipin e
radioi九uunO assay
trifluope r a zin e
2- p - toluid in yl naphthalene - 6- sulfo T)ic a cid
pota s siu n s alt
N-(6- a min ohexyl)- 5- chlor ol l- naphthale ne -
s ulfo n a 恥ide hydr ochloride
本論文 に登場す る 1 , 哩 - ジ ヒ ドロ ビ T) ジ ン 誘導体 の 化学構造式
N N D N Nt> M l
N N D･ - M 2
帆
○
/
Nifedipin e(NFD)
､
｡
Å泣 ～q
Nic ardipine(NCO)
､
o
人人人 へ
FeZod‡p亨n e(F D P)
人 山 o /
Nilv adl
'
pin e(N V D)
N N D- M3
＼ 仙 へ
Nitrendipin e(N T D)
i
.
} ○
一
へ
＼ /
○
＼
Nim odip
-
Jne(N MD)
”
ヽ
○
/
～
/
人
｡
O
o
/
PN2 0 0- 1 1 0
十単
緒 言
エ フ ェ ジ ピ ン(NFD)で 代表 され るdihydr op yridin e(D”P) 系カ ル シ ウ ム 括 抗薬 は ､
強力 な冠 血管拡張作用 を有す る こ とが 実験的 に 証 明され たl )こ とか ら ､ 当初狭心
症治療薬と し て 開発 され ､ 臨床的 に は持続的な冠動脈 の 収縮 (ス パ ズ ム) が 主 因
と な っ て 発現す る異型狭心症に 卓効性を示す 羊と が明ら か に され て い る 2, 3) . ヵ
ル シ ウ ム 桔抗薬 に つ い て の 研究 の 進展に より ､ D 肝系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 が冠動脈
の み な ら ず各種摘 出血 管 に対 し弛緩作用 を有す る こ と4) ､ 全身性投与で 総末相血
管抵抗 の 減少 に よ り血 圧 を低下 さ せ る こ と5)が見出 され ､ 虚血性 心疾患だ け で な
く広く高血圧症 の治療薬 に も な り得る こ と が 示され た ｡ こ の よ う な 背景か ら ､
D 肝系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 の 開発は急 速 に 進 展 し ､ NF D の欠 点を改良 し て ､ 作用 発現
が緩徐 で 持続性 を有す る も の ､ 作用の よ り強力なも の ､ 脳血 管に 選 択的に 作用 し
厳循環改善作用 を有す る も の な ど､ 数十種に も の ぼ る カ ル シ ウ ム 括 抗薬 が 開発さ
れ つ つ あ る 6. 丁)｡ 1 9 88 年 に 発表 され た 第 四次 の ア メ 7) カ 高血 圧 合同委員会報
告で ､ 高血 圧 の 段階的治療 に お け る薬物療法 の 第 一 選 択薬の 一 つ と し て カ ル シ ウ
ム 括抗薬 が通ば れ高 血圧 治療薬と し て の 地位 が確立 し た8)こ と か ら ､ 今後そ の 使
用が増大す る と考 え ら れ る とと も に ､ よ り優れ た カ ル シ ウ ム 措抗薬 の 開発が 望 ま
れ て い る ｡
カ ル シ ウ ム 措抗薬 の 開発と とも に ､ 筋収縮 に お ける カ ル シ ウ ム イ オ ン(Ca2＋) 動
態や そ の 役割の 解明も より詳 し く行われ て き た ｡ 平滑筋 の 最 も重要 な 機能は 収縮
- 弛綬で あり､ こ の 場合基本 的に は細胞内遊離Ca2 ＋洩度 の 増加に よ り収縮が ､ 低
下 に よ り弛壌 が 起 こ る 9)｡ 通 常平滑筋弛凄 時に お け る細胞内遊離Ca2 ＋洩度 は
10
‾ 7M以下に 維持され て い る が ､ 最大収 縮を起 こ す とき に は10
- 5耶こ 達 す る1 8
- J 2 )
細胞外 のCa2＋漉度 は10
‾ 3M であ り細胞膜 はCa2＋ に 対し て 障壁 と し て 機能 し て い る
と考 えら れ るが ､ 収縮 - 弛緩 を繰返 す と い う平滑筋細胞機能の 発現 に は な ん ら か
の 機構に より細胞内遊離Ca2＋洩度 が 変動す る 必 要が あ る ｡ こ の 場合 に お ける 細 胞
- 1-
質内 へ のCa
記＋動員桟構 と し て は ､ 細胞外か ら の Ca2
＋流入 とC8 糾 貯蔵部位 で あ る 筋
小脇捲か ら の 放出が あり
4>
､ い ずれの 場合も膜上 に存在す る カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ
ル が開 口す る こ と に よ り濃度勾配 に 従 っ てCa2
＋ が細胞質内 に凍れ 込む ｡ こ の よう
に して 細胞内遊離Ca2＋濃度 が上昇す る と ､ カ ル シ ウ ム 結合蛋白質 の 一 つ で あ る カ
ル モ ジ ュ リ ン(CA対)が 活性化され ､ こ れ が さら に ミ オ シ ン 軽鎖キナ - ゼ を活性化
し ､ ミ オ シ ン 軽鏡が リ ン 酸化 され る とア ク チ ン と ミ オ シ ン の すベ りこ み現象 を引
起 こ し収縮 を発生す る とい う機構が､ 一 般 に 平滑筋 の 収縮発生機序と考 え られ て
い る 1 3)｡ い っ た ん 上 昇 し た細胞内遊 離Ca2＋ は ､ 刺激 がな く なれ ば洩度勾配 に 逆
ら っ て ふ た た び貯蔵部位 に 取り込ま れ る か細胞外に 汲み 出 され ､ こ れ に は膜上 に
存在 し エ ネ ル ギ ー を必要 とす るCa2
＋排池機構(Ca - ATPase活性)が関与する ｡ 細胞
I:L 内遊離Ca2＋濃度が減少す る と ミ オ シ ン 軽鎖の リ ン 酸化 は停止 し､ フ * ス フ ァ タ -
ゼ に よ る 脱リ ン 酸化が優勢 とな り平滑筋細胞古ま弛緩す る ｡
細胞外か ら のCa2＋ 流人 は ､ 細胞膜の 脱分極 に より 開口す る電位依存性 カ ル シ ウ
ム チ ャ ン ネ ル からの 流入 と ､ 特異的受容体活性化 に より開口 す る受容体作 動性 カ
ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル か ら の 流人に 大別され るI8)｡ 電 位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ
'
(
ネ ル は 電 気生理 学的実験か ら ､ 活性化 レ ベ ル ､ 電 流の 継続時間､ イ オ ン 選 択性な
ど の 違 い に よ りさ ら に L ､ T ､ N の 3 タ イプに 分類され た 1 4>が ､ DRP系 カ ル シ ウ
ム 桔抗薬 は こ のうちL - タ イ プの カ ル シ ウム チ ャ ン ネ ル に対 し 高い選択性 と新和
性 を有す る こ とが わか り1 5)､ DHP系 カ ル シ ウ ム 括抗薬の 血管平滑筋弛鞍作用 は主
と して 電 位依存性L 一 夕 イ ブ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 結合 し ､ 細胞外か ら のCa
2 '
溌人 を ブ ロ ッ クする こ と に より発現する と きれ て.い る｡
と こ ろ で ､ 血 管平滑筋 は カ ル シ ウ ム 括抗薬 の よ う に紳胞外 か ら のCa
2'流入を直
接抑制す る化合物に よ り弛緩す る だ けで な く ､ 種々 の 作用機序 を有す る 化合物に
ょり弛揺す る ｡ その 作用機序と して は ､ さき に 述 べ た平滑筋の 収縮発生 の 機構か
ら類推す る と ､ ①受容 体桔抗薬 に よ る受容体作動性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル の 抑制､
②caM の不活性化､ ⑧ ミ オ シ ン 軽鎖 キ ナ - ゼ の 抑制､ ④ア ク
■
チ ン ま た は ミ オ シ ン
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に 直ー接 作用す る こ と に よ る収 縮 の 抑制 ､ ⑤Ca2
＋緋鯉 機構 の 括性化 な どが 考 え ら れ
る o ま た こ れ ら の 作用の 一 部 を 間接的に引 起 こ す こ とが 知 られ て い る の が ､ サ イ
ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドで あ る ｡ た とえ ば ､ ブ ロ ス タ グラ ン ジ ン Ⅰ 2
16>や β2受容
体作動薬1 7)はcA 肝を 増加 さ せ る こ と に よりcAHP依存性蛋白質 キ ナ - ゼ を活性化
し､ こ れ に よりミ オ シ ン 軽鎖キ ナ - ゼ が 7) ン 酸化 され不活性化 され る こ と に より
血 管 を弛壊さ せ る 1 8) ｡ ま た ､ ニ ト ロ グ 7) セ 7)
.
'
J(NTG)1 9 >はcG 肝を増加さ せ る こ
と に よりcGMP依存 性蛋 白質 キ ナ - ゼ を括性化 し ､ Ca2＋ - ATPa s eを .) ン 酸化 し活性
化 して 血 管 を弛緩さ せ る こ とが 知ら れて い る 2 8
‾ 甲 )
｡
D HP系 カ ル シ ウ ム 桔 抗葉に つ い て も カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 阻害作用だ けで なく
そ の 他の 付加的作用が あ る か ど うか 検討さ れ て お り ､ ニ カ ル ジ ビ ン (NCD)はcAMP
ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ(PDE)活 性 を阻害 して 細 胞内cAMP洩度 を増加さ せ 2 3)､ ま た
ニ ト レ ン ジ ビ ン(NTD)､ フ ェ ロ ジ ビ ン(FOP)は 活性化Ca附こ結合し て ､ そ の ミ オ シ
ン 軽 銭キ ナ - ゼ な ど の 活 性化 作用を抑制す る こ と 2 4､ 2 5>が 報告 さ れ て い る ｡
小 川ら 娃狭心 症治 療薬 と し て有用 なNTG な ど が硝酸 エ ス テ ル 基 を有 す る こ と に
着目 し ､ DRP骨格 に硝酸 エ ス テ ル 基 を結合 さ せ た 一 連 の 溝導体を合成 し降圧作用 ､
冠動脈血 流量増加作用 に つ い て ス ク 7) - ニ ン グ し た 2 6. 2 7)｡ そ の 結 果NFD､ ニ モ
ジ ビ ン(NMD)と 比較 し て 作用が 強く持続性 の 轟 い 化合物2- nitratopropy1 3-
nitr atoprop y1 2､6
-d im ethyl- 4-(3- nitr ophe nyl)- 1､4- dihydropyridine - 3､5-
dic a rbo xylate(NND､ Fig . 1)2 8>が見出 され た ｡
#
§ ゝ
N H
N OT
o7N O
/ W o ｡ へ｢
叫
F iど . 1 Chenical str u ctu r e clf 2- nitratopropy1 3- nitratop r op y1 2､6 -
d imethy卜4-(3- nitr ophen yl)- 1､4- dihydropy ridine - 3､5-
dicarbox ylate (NND)
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本論 文 に お い て ､ 著者 は新 しく合成され た硝酸 エ ス テ ル 基を2個有す るNNDを中
心 と して ､ DHP系 カ ル シ ウ ム 桔坑薬 の 血管拡張作用機構を解明す る こ と を目的 と
し て実験 を行 な い ､ 以下の 結果を得 た ｡
第Ⅰ章 で は､ 榊Dが カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 選択 的か つ 高裁和性に 結合する カ
ル シ ウ ム 括抗薬で あ り ､ 他 のDHP系 カ ル シ ウ ム 桔抗薬 と比較 し て 高い 結合能 を有
する こ と ､ ま た ､ 結合 ､ 解離速度 が著し く速 い と い う特徴 に つ い て 述べ る ｡
第Ⅱ章 お よび第Ⅲ章で は ､ 醐D のサイ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活性 に対す る 作
用を心筋 と血 管系で ､ 代表的 カ ル シ ウ ム 桔抗薬で あ るNFD､ NCDと比 較し た 結果 に
っ い て述 べ る o すな わち ､ NND はCa2
＋依存性にPD E活性 を阻害 し､ こ れ に は組織選
択性が認め られ た ｡ ま た 特 に第 Ⅲ 章で は ､ NNDの 作用と して 期待され るcGMP代謝
に 対す る 影響に つ い て 検討 し ､ NNDが カ ル シ ウ ム 桔抗薬で ありなが ら細胞内cGMP
を増加 させ る作用も 合 わ せ も つ と い う新 し い 知見 を得た ｡
第Ⅳ 章 で は ､ 各種DHP系 カ ル シ ウ ム 措抗薬 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 結合能
お よび血 管細胞内cG肘P量増加作用 と土虹 血 血 管拡張作用 の 関係に つ い て 述 べ る .
す なわち ､ 2偶の硝酸 エ ス テ ル 基を有す るNND の みが高 い カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ↑
の 親和性 とcGMP量増加作用 を合わ せ 持 っ て おり､ こ の こ とが出 血 血管拡張作
用 の 強さ と持続性に 関係 し て い る と い う興味深い 知見を得 た ｡
第Ⅴ章 で は､ NND のCaM措抗性の 有無に つ い て 述 べ る o すな わち ､ サ イ ク 7) ッ ク
ヌ ク レ オ チ ドPDEはCaM によ っ て 活性化さ れ る 酵素 で あり ､ ま た さきに 述 べ た よ う
に ある種 の カ ル シ ウ ム 措抗薬 はCaM措抗作用 を有する こ と から ､ NNDとCaMの 結合
性を検討 し た｡ そ の 結果 ､ NNDはCaM とCa
21＋依存 性専こ結合 し得る に もか か わら ず､
caM括抗作用 は示 さな い とい う特徴を見出 し た o
第Ⅵ 章で は ､ 村村Dの 血 管平滑筋弛綬作用に 細胞内作用が 関与しう るか どうか を
明ら か にす る た め ､ 血 管組織内 へ のNNDの 取 り込 み に つ い て 検討 し た 結果に つ い
て 述 べ る ｡ す な わち ､ NNDは血管平滑筋細胞内 に よく取り込ま れ蓄積 され る こ と
を明らか に し た｡
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第帽 NNDのラット払臥ブタ冠動脈等の紬シウムチャン紬 への結合能
第1節 序論
新規DHP誘導体で あるNN Dは ､ 麻酔イ ヌ に 静脈 内投与 し た 場合､ 強力で 持続 的な
椎骨動脈血 流量､ 脳 血流量 の 増加作用 お よ び血 圧降下作用 を発現す る2 8> ｡ こ の
化合物は カ ル シ ウ ム 括抗薬様 の 作用態度を示 し､ 他の カ ル シ ウ ム 括抗菓NMDやNCD
同様摘出血 管 (イ ヌ 脳底動脈) のE＋収縮を抑 制 し2 B) ､ ヤ ギ の 摘出心筋 プ ル キ ニ
エ 繊維で の 遅い 内向き電流 を抑制し た ･2 9, 3 8>. こ の よ う な効果は､ NNDが カ ル シ
ウ ム 括抗薬で あ る こ と を強 く示唆し て い る ｡
種々 の 組織に ､ [3E]NT D､ [3H]NMD､ [3H]N FD など の[3R]DHP カル シ ウ ム 桔抗薬 の
高親和性結合部位が あ り ､ こ の 結合部位 が カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル そ の も の で あ る
こ とが示唆され て い る3 卜 3 9>｡ こ れ ら の 報告 に よ る と ､ 各種組織 に お け る
[3HコDrlPの‡d値 は0. 1 - 2.0 nM であ り ､ BM & Ⅹ値は 骨格筋T - tubleが 一 番大 き く -
100,00 fn ol/mg pr oteinで あ り ､ 以下心筋 で は - 1,000､ 脳で は - 100､ 血 管平
滑筋で は数10fn ol/机g pr Oteinで ある ｡ 多く の 研究者 た ち が[3F]DrlP カル シ ウ ム
桔抗薬 の親和性と その 薬理 効果 の 強さが 相関する こ と を示 し て い る3 7
‾ 4 2)
｡
第Ⅰ章で は ､ ト 7) チ ウム 標識 したNNDを用 い て 主 に ラ ッ ト心筋粗膜標 品に 対す
る結合か ら ､ NND の結合 の 特徴 を明ら かに する と とも に ､ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル
に対する裁和佐 を他のD HPと比 較し た ｡ さら に ､ NND のカ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の
l
結合能は他 の 組織 (ラ ッ ト脳お よ ぴ ブ タ冠動脈) で も検討 した ｡
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第 2節 実験 材料及 び実験方法
1 . 実験材料
ブ タ心臓は屠殺場 より入手し た . ラ ッ ト右耳200
- 250gの ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト
を使用し た ｡
NND､ NCD, NMDお よびNFDは大正 製薬㈱有機化学研究室で 合成 した ｡ [5- Hethy卜
3rl]NTD(S.A. 28Ci/m Jn Ol)と【3H]NND(S.A. 28Ci/m m ol)は そ れぞ れNe wEngland
Nu clearお よ ぴAmer shamよ り購入し た ｡ 種々 の ア ゴ ニ ス ト ､ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 入
手先 ほ以下 の と おりで あ る :nor adren alin bita rtr ate､ atr opin e s ulfate､
histamin edihydro chlo ride ( 和光純薬); yohinbin ehydrochlo ride､ DL-
iso p rote renol hydr ochloride､ DL- prop r a nolol bydr o chlo ride ( 半井化学);
chlor ophe niramin e m aleate､ 5- hydr o x ytrypta min e c re atinin e s ulfate ( 東京
化成) ; a c etylcholin e chlo ride ( 第一 化学) . Phentola mine m e sylate､
praz o sin hydr ochloride､ ate n olol hydrochlo rideお よ びclo nidine hydr o
-
chlo rideはそれ ぞれ日 本チ バ ガ イ ギ ー ､ 台糖フ ァ イ ザ ー ､ 住友製薬お よび日本 ･
ベ ー リ ン ガ ー イ ン ゲ ル ハ イ ム よ
･
り得 た市販品か ら調製 した o 非標識薬物ほ50又 は
100 %の ethan olある い はdi加ethyl s ulfo xide(DMSO)に溶解させ ､ 2 ml の反応溶液
中 に10か ら30 〟l添加 し た ｡
2 ｡ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 標 品の 調製
2 - 1 ラ ッ ト心筋 お よび 脳の 粗膜標品
ヽ
ラ ッ ト を断頭し心臓 と､ 小脳 を除く全脳 をすば や く摘出し た ｡ 心臓 は冷生理食
塩溶液 で 洗い ､ つ い で 脂肪組織 を取り除い た . 心 臓と脳 ほ､ 10倍量の50机M､
Tris/HCl(pR7.5)でULT RATURRAX ホモ ジ ナ イ ザ - を用い25､000rpm, 10秒間ホ モ
ジ ェ ナ イ ズ した . ホ モ ジ ュ ネ - トは シ 7) コ ン ガ
- ゼ を通 し た 後､ I,000x g, 10
分 間4
｡
C で 遠 心 し た ｡ こ の 上 清を48,000x g､ 10分間遠 心 し ､ 沈壇を2回 上記 遠心
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操作に よ り洗 浄 し た ｡ 最終 的に得 られ た沈壇 は20倍量 の50払拭 Tri告/HCl(pH 7.5)
で 懸濁t, ､ 以下 の 実験 で それ ぞれ 心 筋お よ び脳 の 艶膜榛品と し て 使用 し た ｡
2 - 2 ブタ冠動脈 の 粗膜榛晶
ブタ冠 動脈の狙膜槙品 は､ DePo verら の 方法3 2 >に 従 い す で に 報告して い る方
法4 3)で 調製し た (2 - 1参照) ｡ 艶膜槙品 はNagato h Oら の 方法d8d8> に よりノ イ ラ
ミ ニ ダ ー ゼ 処理 した ｡ こ の 処理 に より ､ [3tl]NTDの 結合特性を変化さ せ る こ と な
く結合 の 蛋白質量依存性 が上 昇す る4 3) ｡
3 . カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合反応 の 謝定
3 - 1 結合反応
ト リ チ ウ ム 標識 し た村NDとⅣTDを 7) ガン ドと して 使用 し ､ こ れら は租膜標品 と と
も に遮 光条件下25 ±1℃ で そ れ ぞ れ10ある い は20分間加温 した . 反応 はWhatm a nガ
ラ ス 繊維浪紙(GF/B)で の 急速漉過 に より停止 さ せ た ｡ ガ ラ ス 繊維滅紙 は5 ml の氷
冷50 nM Tris/HCl(pH7. 5)で 数回洗浄 し た ｡ 油紙を乾燥 させ ､ Toluene- Trito nシ
ン チ レ 一 夕 - (2 I tolu e n e､ 1 I trito n X- 100､ 8 g PPO､ 0.2 g POPOP)と と も
に 滅紙上 の 放射活性 を測定 し た ｡ [3H]NTD結合 は10
‾ 8 か ら3 x lO
‾
.
8 MのNNDあ る い
はNTD により 托 ぼ完全 に 阻害さ れ る こ と から ､ 1 iL糾の非放射性NNDあ る い はNT D存
在下に 得られ る カウ ン トを それ ぞ れ[3HコNND､ [3H]NTDの 非特異的結合 とし た ｡ こ
れ ら の 億を差引 い て 得 ら れ る カ ウ ン ト をそ れ ぞれ[3日]NND､ [3即NT D の特異 的結合
とし た ｡ 【3fl]NNDヽ【3郎NTD の特異 的結合は､ そ れ ぞ れ全結合 の30あ る い は45%で
あ っ た ｡ ト 7)チ ウ ム 標識 7) ガン ドの 特異的結合 は蛋白量 に 依存し て1 mg/mlまで
直線的 に増加t, たの で ､ 実験 は0.2-0.5 ng/ml の蛋白量 で 実施し た . [3tl]NND､
[3H〕NTD の特異的結合は そ れぞ れ10あ る い は20分 で 定常状態 に な り ､ 反応 開始後
30分ま で は変化 し な か っ た ｡
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3 - 2 競合実験
[3H]NND と[
3H]NTDの 結合 に 対す る 置換作用 か ら ､ 各DHP系 カ ル シ ウ ム 桔抗薬 の
親和性を決定し た ｡ DnP系 カ ル シ ウ ム 桔抗其 の 洩度 は10
- = か ら10
‾ ? 粥と し た o 阻
害定数(E且)はすで に 報告され て い る式亀5〉を用い て 決定 し た ｡
3 - 3 速度論的解析
結合速度定数を求 め る ため ､ 異 な る濃度の[3R]NND(97, 178, 213 PM)と
[3H]NTD(42､ 73.7､ 164pM)を7) ガン ドと し て 使用 し た o [
3R]NNDと[3H]NTD の解
離速度定数は､ 結合が定常状態に 達 し た後そ れ ぞ れ10
‾ 6 Mの 非棲識NNDあ る い ほ
NTDを添加 し特異的結合 の 時間経過 か ら決定 し た ｡
3 - 4 飽和実験
結合部位 のEdお よ びBm . .x値 は ､ 東京大学小野博士 がPC- 98 01パ ー ソ ナ ル コ ン
ピ ュ ー タ ー 用に 作成 し たScatchard解析用 プ ロ グラ ム
' 'sp123 P''を使用し て 決定 し
た ｡
蛋白質濃度は ウ シ 血 清 ア ル ブミ ン を 標準品 と して ､ Low ryら の 方法
4 6>を用 い て
決定 した ｡
第3節 実験結果
1 . 結合の 速度論的解析
1 - 1 ラ ッ ト心 筋粗膜榛品 ヘ の[3日]NNDと[3H]NT D結合の 時間依存性
[3B]NNDの 結合反応は[3H]NTDと比較 して 明ら か に 速 か っ た(Fi.g. 2)｡ [
3J]NND
の 心筋粗膜標品との 結合反応は､ 5分で 定常状態 に達 し た ｡
一 方[3H]NT D結合は 定
常状態 に 達す る の に ､ す で に報告 され て い る よう に
3 T､ 4 3. 47 )20分必要と し た o
- 8-
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1 - 2 [3出]NND と[3B]NTD結合の 結合 お よ び解離速 度
結合 速 度定数(E王)と解離速度定数(E2)は異 な る洩度 の[3H]NNDと[3HコNTDを用 い
次の 式E｡b =Ⅹ1[Lコ＋E記(E. b､ 見掛 抄上 の 速 度定数 ; L, リ ガ ン ド洩度)4 8>よ り計算 し
氏(Fig. 3)｡ [3HコNND の結合速度 は[3HコNTDと比較 し て10. 4倍速 か っ た(Table 1).
[3日]NND の解離速度 は[3ロコNT Dと比 較し て8.0倍速か っ た(Table I). 解離速度 は別
の 方法 で も求 めた ｡ 結合が平衡 に な っ た後 ､ 過剰量 の 非榛識NNDある い はNT Dを祷
加す る実験か らⅩ記値を求め た(Fig｡ 4). NNDとNT D の監2値は ､ 結合実験か ら得ら れ
た 値の ほ ぼ半分と な っ た ｡ し か し な が ら､ NND の解離速度 はNTDより8.3倍速か っ
た(Table 1)｡ 上記2つ の 実験より得られ た値か らEd値(k2/kl)を計辞す る と ､ NND
で は230お よ び111pM､ NTD では3 29お よび140p粥で あ っ た(Table 1).
2 . 結合の 洩度依存性 と可逆性
2 - 1 ラ ッ ト心筋 へ の[3打]脚Dと[3刑”T D結合の 洩度依存性
[3H]NND の特異的結合 のSc atcha rd解析から ､ [3H]NNDは[3tI]NTDと同様高親 和性
に 艶膜標品と結合す る こ とが示 され た(Fig. 5)｡ 〔3H]NND のXdお よびB.,” Ⅹ値 は そ .
れ ぞ れ3 30pMと286 fm ol/軌g p rOteinで あ っ た(Fig. 5)｡ こ のB耶 .X値 は[3HコNTDの
値(Rd =363pM､ B 脚 X =300 fn ol/ng pr otein)と妊 ぼ同 じ で あ っ た が ､ Ed値 は結合
およ び解離速度より求 め たと き と同様[3H]NTD(Ed =363pM)の 株 う がや や大き か っ
た(Fig. 5､ Table 1)｡
-
2 - 2 1､4- ジ ヒ ドロ ビ 7) ジ ン 系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 に よる[3R]NNDと[3H]NTD結合
の 阻害
[3H]NNDと[3H]NTD の結合 は 種々 のDHP系 カ ル シ ウ ム 措抗薬に より濃度依存即こ
抑制され ､ こ の とき両 7) ガン ドの 結合は各DHPの0. 1 〟M以上 の 鴻度で は完全 に 抑
制され た ｡ 阻害カ - ブ はす べ て 平行関係 に あ り ､ El値 は こ の 阻害カ ー ブ よ り求め
た(Table 2)｡ [3H]NND の結合阻害 より得 られ たD 肝 カル シ ウ ム 措抗薬の K1値 と 阻
- 10-
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害強度 の 順序 は ､ 亡3朗HTD結合実験か ら 得ら れ た 結果 と よ く - 致 し て い た ｡ D円P カ
ル シ ウ ム 括抗薬の 阻害強度 の 順序は､ NND>NCD>Nさm>NFD であ っ た(Table 2)｡
【3fZ]村ND結合 に 対するNND の濫l値は ､ Scatcha rd解析お よ び結合､ 解離実験か ら得
られ たⅩd値 と 妊 ぼ同t;で あ っ た o
2 - 8 ラ ッ tt 脇 溶 よび ブタ 冠動脈 に おけ る_1､4- ジ ヒ ドロ ピ 7) ジ ン 系 カ ル シ ウ ム
桔抗薬の 阻害強度 の 比較
ラ ッ ト願 お よ び ブ タ冠動脈で の【3H]NTD のⅩd値 はそ れ ぞれ0.34 ±0. 1､ 0. 22 ±
0. 06 蛸 であ っ た｡ [3H]NT Dの ブ タ冠動脈で のEd値は ､ ラ ッ ト脇や 心筋 で の 値 よ り
わ ずか に 小 さか っ た ｡ ラ ッ ト脳粗膜標品と【3H]NTDの 結合 はNND､ 村CD, NMD､ N FD
に より渦度依存 的に 阻害 され ､ 甫濃度 で は完全に 抑 制され たく｡ Df7P系 カ ル シ ウ ム
括抗薬 の 阻害強度 の 慣序 は ､ 榊D,ⅣFD,N CO,NMDで あ っ た(Table 3)｡ ブタ 冠動脈‡こ
お い て も ､ NNDの 阻害作用 はNCDと比 較 し明ら か古こ強か っ た(Table 3)｡
3 . 結合 の 特異性
ラ ッ ト心筋 に お い て[3H]N河口の 結合に 対す る神経伝達物質受容体 の種 々 の 作動
薬､ 括抗薬 の 影響 を､ 10
‾ 6と10
‾ 5 村の 洩度 で 検討し た(Table 4). α - ア ド レ ナ リ
ン 受容体作動薬(no radr e nal圭T)､ C】oDidjr)e)､ α - ア ド レ ナ リ ン 受 容体括抗薬
(phe ntola 血ine､ prazo sin､ yohimbin e)､ β - ア ド レ ナ 7) ン 受容体作動薬
(isoproter enol)､ β - ア ドレ ナ T) ン 受容体括抗薬(p r o p ranolol､ ate nolol)､ コ
リ ン 受容体作動薬(acetylcholin e)､ コ リ ン 受容体括抗葉(atr opin e)､ ヒ ス タ ミ
ン 受容体作動薬(hista min e)､ ヒ ス タ ミ ン 受容体桔抗薬(chlo rphe nir amin e)､ セ
ロ ト ニ ン 受容体作動薬(5-hydrox ytry pta Tnine)ほ ､ [3B]NND の結合 を阻害 し た り増
強 し た り し なか っ た ｡ こ の 結果は ､ NNDが特異的 に カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 結合
し て い る こ とを示し て い る ｡
- i5-
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.第 4節 考案
第I章で は ､ ラ ッ ト心筋租膜 標品に 対 しNNDが 特異的､ 可逆 的か つ 飽和性､ 高
裁和性 に結合す る こ と を示 し た ｡ [3H]N NDと同時 に 行 っ た 実験か ら ,【3HコNTDの Ed
値とBm & Ⅹ値 は【3E]NNDの 値 と 放 と ん ど同t;で あ っ た ｡ し か し ､ [3H]河ND の結合 およ
び解離速度 は[3H]NTDと比 較 して 著 し く速 か っ た .
他のDHP系 カ ル シ ウ ム 括抗薬も[3H】NND, [3H]NTD の結合 を完全 に 阻害し､ そ の
阻害強度の 順序はNND>NCD,州D>NFD であ っ た ｡ リ ガ ン ドと して[3H]N河Dを用 い た場
合 と[3H]NTDを用 い た場合で ､ NND のEl値に 差 が認 め られ た が ､ 値 ほ[3H]NTDを用
い た場合 の 方 が小 さ か っ た ｡ 他 のDHP系 カ ル シ ウ ム 桔抗薬 の 場合 に もEl値 は
[38]NTDを用い た場合 の 方が小 さか っ た . Xl値 は 1) ガン ドの 種類 に か か わ らず 一
定で あ る ほずで参 る が ､ 本章 に お い て 認 め られ た 差が 何 に 依 る の か は不 明で ある .
[3f7]NNDの 結合はNTD によ り ､ また ､ [3H]NTDの 結合ほNND により洩度依存 的に抑
制され ､ い ずれ の 場合で も高漉度で は完全 に 抑制され た ｡ 河TDは カ ル シ ウ ム チ ャ
ン ネ ル のDHP結合部位 に結合する と報告さ れ て い る 3 l
‾ 3 T､ 4 7>
｡ こ の こ と か ら ､
[3H]N ND の結合部位も カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル のDHP結合部位で あ る こ と が 明らか と
な っ た ｡ こ れ は､ NND が ヤギ心筋の プ ル キ ニ エ 繊維 で の 遅い 内向き電 流を抑制す
る とい う報告2 g､ 3 8)や ､ 脱分極 さ せ たイ ヌ 心筋に お けるsla w a ctio npote ntial
(土 田 ら､ 未発表 デ ー タ) や ､ モ ル モ ッ ト結 腸紐で の 4 5ca2＋取 り込 み (百 瀬ら ､
未発表 デ ー タ) を抑制す る とい う結果 に よ っ て 支持 され る ｡ NNDは他のDB Pと同様
摘出イ ヌ脳低動脈のⅩ＋ ､ 5一 日T､ fGF2 α に よ る 収縮 に 対 し強力な 弛綬作用 を有す る
し2 8)､ iB_ 血 に おい て も 血圧 低下お よび 脳血流量増加作用 を有す る 2 8>｡ ま た ､
NNDが カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に結合 し ､ こ の 結合は神経伝達 物質受容体 の 作動薬
や括抗薬の 影響を受 けな い こ と か ら､ NNDの 結合部位 はDHP系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 の
結合部位で ある こ とが示唆さ れ為 o 以上 の結果 か ら ､ NND の轟い 薬理作用 は ､ カ
ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対す る高親和性 の 措抗剤 と し て の 作用 に よ る と考 え ら れ る｡
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本章 に お い て ､ [
3H]NTD のRd値 は ラ ッ トb 筋､ 願 およ び ブタ冠 動脈 で そ れ ぞれ
o. 36､ 0. 34お よび0. 22 n粥で あ っ た ｡ こ れ らの デ ー タ ほす で に 報告され て い る
49)
大脳皮質､ 心臓畜よ び 回腸 で の 値と放 と ん ど同じ で あ る ｡ Go uldら の 研究
鵡9>で も ,
DfIPの 阻害強度 に 捻異な る組織間に お ける差が見 られ ない ｡ 彼等 は､ 大脳皮質､
心臓お よび 回腸の 結合部位 に 対する種々 のD 肝の 親和性の 強さ に差 を見出 して い
な い ｡ 本章で ､ NNDほ心筋 同様脳や冠動脈 の 艶膜槙品 を使用 し て も高親和性の 結
合を示 し た ｡ NNDは ラ ッ トCih筋 ､ 脇､ ブ タ冠動脈い ずれ の 組織に 溶い て も 他のDH P
よ り親和性が高か っ た ｡ こ の 結果は ､ NNDを含むDHPの 親和性の 帳序 は組織 の 遠 い
に よ り変化す る も の で は な い こ と を示 し て お り ､ NND が検討 したDHP の申 で は最も
高親和性 に ､ 心筋､ 神経 ､ 血管 と結合する こ とを示唆 し て い る ｡ しか し ､ カ ル シ
ウ ム チ ャ ン ネ ル に対す るDHPの 作用すなわ ち カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対するDHP の
結合 に は強 い 電位依存性 が あ るの で ､ 組織を ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し膜電位が0 州こ
な っ て い る 粗膜標品 を用い た結合実験か らDHP の組 織特異性 を明らか に する こ と
は困難で あり ､ こ れ は無傷 の 心筋や血 管の 組織あ る い は細胞を使用 して は じめ て
可能と な る5 8
‾ 5 4)
｡
[3H]DtlP カル シ ウ ム 括抗薬 は､ 他の 神経伝達物質受容体 の 7) ガン ドと比 較 し て
より小さ な解離定数 を有し て い る ｡ [3日]NND の結合 お よび解離速度定数は[
3H]NTD
と比 較 し て 明ら かに 大き か っ た ｡ [3H]DHP カ ルシ ウ ム 桔抗案の 結合親和性は 温度
依存性で ある5 5
- SB)
. 結合 と解離の 速 度は ､ お そ ら く リ ガ ン ト ー 受容体複合体 の
形成 と 分離 に 関与し て い る エ ネ ル ギ ー に 依存し て い る と考 え られ る ｡ カ ル シ ウ括
抗薬の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 結合 は､ 複合体 の 解離と 同様 に温 度依存性で あ
る5 S, 5 6)｡ 低温下で は両速 度とも ､ 他 の受容体結合反応と同様
5 9､ 6 8)遅 く な る .
[3H]NTD の結合ほ37
｡
c で 舶F常に 速く､ 反応 開始後数分で 平衡に適する5 6>｡ [3日]
カ ル シ ウ ム 括抗薬の カ ル シ ウム チ ャ ン ネ ル か ら の 解離 のh81f- timeほ ､ 37
o
C では3
分で あ る が25
o
C で は18分 に な る56) ｡ 37℃ で の こ の 反応 は､ 本実験で の25
-
c にお
け る[3H]NND結合実験 の 結果 と 同様で あ る ｡ [3H]附DのE｡値 は+反応温度 をO
o
C か
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ら37℃ に上をヂる と1/3カゝ ら1/4と な る 写8 >｡ こ こ で は熱力学 的検討 は 行 っ て い な い
が ､ 上 記 の 結果 はNNDの 結合 に は エ ン ト ロ ピ - の 増加が 関与 して い る可 能性 を示
唆 し て い る ｡
以上 の 結果か ら ､ NNDは カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 選択 的か つ 可逆的に 結合する
カ ル シ ウ ム 桔抗案 で あり､ そ の 親和性 は他のD 肝より高 い こ とが 明ら か と な っ た ｡
NND の カル シ ウ ム チ ャ ン ネル ヘ の 高い 親和性の 一 因 と して ､ 他のDRPよ り結合およ
び解離速度が高く､ 特 に 結合速度 がより速くな っ てい る こ とが関与し て い る と考
え ら れ た ｡
第 5節 小括
第 Ⅰ章 で は ､ N ND の カ ルシ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 結合 を ラ ッ ト心筋 と脳お よび ブ
タ冠動脈で 検討 し ､ 他のDEPと比較 し た ｡ ラ ッ トb 筋に おい て ､ [
3日コ阿NDの 結合反
応はNTDより速か っ た ｡ [3H]N NDの 結合速度定数 は[3RコNTD の約10倍 で あ っ た ｡ 解
離速 度定数も 同様 に[3R]NNDの 方が[3H]NTDよ り約8倍大 きか っ た ｡ [3H]NND結合の
sc atchard解析か ら ､ NNDは 一 つ の 高親和 性結合部位 に 結合する こ と が示され た ｡
xd値 とBm . x値 は そ れ ぞ れ333pMと･286 紬ol/恥g pr Oteinで あ っ た . こ のBn - x値 は
[3R]NTD のB爪 &Ⅹ 値と 経 とん ど同じで あり､ NNDがNTDと 同じ結合部位に 結合して い
卑 こ とを示 して い る ｡ [3H]NNDおよ び[3H]NT D の結合姓 ､ノ各種DHP系 カ ル シ ウ ム 措
抗薬(NFD､ 榊D､ NC D､ NND)に より洩度依存 的に 阻害 され た ｡ こ れ ら薬物の 阻害強
度の 順番 は､ リ ガ ン ドと し て[3H]阿NDある い は[3H]附D のい ずれ を用 い て も
NND>NCD>NMD,NFD であ っ た o 同様の 結果が ラ ッ ト脳と ブタ冠動脈で も 得ら れ た o
こ の 結果は ､ 検討 し たDHPの 申 で はNND が最 も強 い カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 親和
性を有 し て い る こ と を示 し てl＼る ｡ ラ ッ ト心 筋 へ の[3fl]NNDの 結合は α - ､ β - ア
ド レ ナ リ ン ､ コ リ ン ､ ヒ ス タ ミ ン ､ セ ロ ト ニ ン な ど の 受容体に 作用す る よ う な英
一 21-
物で は 影響 され な か っ た ｡
以上 の 結果か ら ､ NNDは カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 選 択的か つ 可逆的に 結合 す る
カル シ ウ ム 括抗薬で あり､ その 親和性娃他 のDHPより高い こ とが 明らか と な っ た ｡
村村D の カルシ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 高い 凍和佐 の 一 因 と し て ､ 他のDHPより結合お よ
び解離速度が高く､ 特 に 結合速度が より速く な っ て い る こ と が粥与 して い る と考
えら れ た ｡
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第帽 NNDのサイクリックヌクレオチドホスホジュステラ- ゼ阻緋用
のCa2
＋依存性
第1節 序論
NFD､ ジ ル チ ア ゼ ム お よび ベ ラ バ ミ ル に 代表 され る ､ DHP又 は こ れ と構造 の 異 な
る化合物が ” カ ル シ ウ ム 溌人阻害剤''ある い は ” カ ル シ ウ ム 措抗薬
”
に 分類さ れ て お
り､ これ らの 薬物は現在狭心症､ 高血圧､ 不整脈 な ど心血管系の 病気の 治療薬と
して 使用 されて い る 6 l
- 6 4>
｡
これ ら薬物は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 結合 し ､ 細胞
膜か ら の 電位嘩存性 の 遅 いCa2＋流入を抑制す る こ と に より ､ 血管平滑筋 の 強力な
弛緩作用 を発現 す る と され て い る 6 3, 6 5, 6 6) ｡
第Ⅰ章 で は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合実験 か ら ､ N阿Dが カ ル シ ウ ム 括抗薬 で あ
り ､ そ の 親和性が他 のDHPより高 い こ と を明.ら か に し た ｡ 出 でN ⅣDは強力で
持続的な血管拡張お よび 血圧降下作用 を示 す こ と が報告され て い る 2 8)が ､ こ の
よ う な強力な血管拡張作用はNNDの カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 高親和性 に基 づ く
も の と考 えられ る ｡
カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に結合 しCa2＋ の 流入 を 阻害 して 起 こ る血管拡張の 他 に ､
い く つ か のD 肝系 カ ル シ ウ ム 括抗薬で は細胞 内作用 の 可能性 に つ い て も 報告さ れ
て い る ｡ NCDはcANP PDE活性を 阻害･し ､ 冠動 脈の cA 肝量 を増加 させ る2 3>｡ 血 管平
滑筋はcÅ肝 の 蓄積 と そ の 結果起 こ るcA 肝依存性蛋白質 キ ナ - ゼ の 活性化に より弛
緩す る1 8､ 6 T
‾ 6 8) の で ､ こ の 機構がNCD の弛緩作用 に は関与 して い る こ とが考 え ら
れ る ｡ さら に ､ NTDやFDP がCaMと結合 しCaM依存性 の 反応で ある ミ オ シ ン 軽鎖 キ
ナ - ゼ の 活性化を阻害する こ とも見出さ れ て い る24､ 2 5).
第Ⅱ章で は ､ NNDの 細胞内作用 を明らか に す る た めサ イ クリ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド
ー 23-
pDE活性阻害作用 に つ い て 検討 し た｡ ブタ冠動脈と心筋 の cÅMP P DE活性 に 対す る
NNDの 作用と サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE阻害効果 へ のCaM の関与の 可能性を検
討 し た ｡ サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDEは､ DEAE
-
ce1 1ulos eカ ラ ム ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー で の 溶出順 にTypeI ､ Ⅱ ､ Ⅲ の サ ブタ イ プに 分類され て おり､ 基質 に 対す
る 親和性､ 特異性､ Ca削 こ よ る活性化な どが 異 な る7 l､ 7 記) ｡ Ty peI はcAMP, CGMP
を とも に 基質 とし ､ Ca削 こ より活性化され る ｡ Ty peⅡ はcÅMP, cG 抑を とも に 基質
とす る がTy peI より も低親和性 で ありCa臥に より活性化 され ない . Ty p eⅢほcAMP
だ けを基質と し､ Ca削こ より活性化さ れ な い ｡ ま た ､ 血 管串滑筋 に はTy peⅡ が 存
在 しな い とい う組織 に よ る 違 い も あ る . 本章で は ､ Ca臥に より活性化さ れ るType
I およ びCa糾で 活性化さ れ な いTypeⅢの 両PDE で水解され るcAMPを基質と し､ ブタ
心筋 と冠動脈の 粗酵素標 品で の 剛Dの 阻害作用 を他 のDHP系 カ ル シ ウ ム 桔抗薬 お よ
びCa桝括抗剤 と比較検討し た ｡
第2節 実験村料及 び実験方法
1 . 実験材料
ブタ 心臓 を性別と年齢に こ だわ らず屠殺場に て 購入 し ､ 水冷し たTy rode溶報申
に 入れ た ｡ 血 管の摘出 と ホ モ ジ ュ ナ イ ズ は ､ 屠殺後3時間以内 に終了す る よ う に
行 っ た ｡ NND､ NCDと ク ロ ル プ ロ マ ジ ン ほ大正製薬㈱有機化学研究室で 合成 した ｡
NFDはBaye rより､ cAMP､ CaM､ TFP､ 蛇毒(Crotalu
.
s atr o x)はSigm aより購入 した o
[38]cA MP(31. 5 Ci/mmol)はNe wEngla nd Nuclearより 購入 し た .
2 . サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 標 品の 調製
冷却 し た新鮮な ブタ 心 臓 より ､ 右冠状動脈､ 前下行枝､ 回旋枝 を摘出 し冷却 し
た 生理 食塩溶液に 入れ た ｡ 結合 し て い る脂肪組織 を取 り除き ､ 血 管の 重量 を測 定
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し ぼ さ み で 切 りき ざ み ､ 40凪粥 Tris/uCl(pB 7. 5)､ 0.25 糾s u c r o s e, 5 軌M 2一
挺erCaPtOetha nol､ 5 私的 朗gC12を含む水冷し た 緩衝液 の9倍量 と と も にULTRA
TロRRA‡ホ モ ジ ナ イ ザ - (Janke 良 Ⅹu nkel, Sta ufe n, Ge r nany)で ホ モ ジ ュ ナ イ ズ し
た｡ こ れ を4 ℃ で100､ 00x g､ 60分間遼遠心 し上清を待 た ｡ 脂肪層 を取り 除き ､
こ れ をサイ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE の租酵素槙品 と した ｡ 心筋 の 酵素榛品も同
じ方法で 調製 した ｡
蛋白質濃度 はウ シ 血 清 ア ル ブミ ン を標準品と し てLo w ryら の 方法4 6)で 測定 し た.
8 . サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性の 測定
pDE括性はBe a v oら の 方法丁3) を若干修正 し て 測定 し た ｡ 標準反応格液 は､ 30mM
Tris/ECl(p打7.5), 5 mM MgC12, 1 mM 2- ≠ercapto etha n ol､ 10 0hM NaCl, 1iLM
CAMP(150,000申pnの[3R]cAMPを含む), 50p g ウ シ 血 清 ア ル ブミ ン ､ 酵素棟 晶(
冠動脈; 20- 35FEg､ 心筋; 125- 160iLg 蛋白質)お よ び薬物か ら成 る ｡ こ の 酵素
濃 度で は ､ 薬物非存在下 に おをナるcAMP の加水分解量は20%以下で あ る ｡ 反応溶輯
の 全量 は0.5 Al と した. 反応溶液は 遮 光条 件下 で37
o
C ､ 2分間加温 し ､ つ い で 反
応 を停止 させ る た めに100oC､ 2分間煮 排 し た ｡ 冷却 し た 反応溶液 に10 〟1の 蛇 毒
溶液(Cr otalu s atr o x､ 5 ng/ml)を加 え､ さ ら に37
o
C､ 30分間加温 した ｡ こ の 反
応 に より生成し た[3Hコade n o sin eと未反応 の[3H]cAMPを分離 する ため ､ キ ャ リ
ヤ ー と して0.5 ml の0.5 nM ade n o sin eを添加 し ､ 全溶液 をDo w e xlx8(100- 200
メ ッ シ ュ ､ Do 官Che nical)カ ラ ム(0.6 x 2 c n)に か け た . カ ラ ム か ら
[3Hコade n o sineを8 mlの50nM Tris/HCl(pH 7.5)で 溶出さ せ ､ そ の1 ml中の 放射活
性 を液体 シ ン テ レ - シ ま ン カ ウ ン タ ー (Packa rd, TriCarb m odel 3375)で 測定 し
た ｡ 薬物 はTFPと ク ロ ル プ ロ マ ジ ン を除き ､ DMSO に溶解 し た . PMSOの 最 終濃度 は
2%と し た が ､ こ の 濃度で はPDE活性は わ ずか(10%以下)に抑制 され た だ けで あ り ､
CAMP PDE活性の コ ン ト ロ ー ル 値はD MSOの 存在下 に求 め た ｡ こ の 実験条件下で は ､
反応は加温温度と蛋白濃度 に 依存 し た ｡ 実験 に 使用 し た薬 物で は ､ 蛇 毒 の 活性 は
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阻害さ れ な か っ た ｡ そ の 結果 ､ 基質 の90%以上が 水解さ れ脱 リ ン 酸化され た ｡
第3 節 実験結果
1 ｡ N N Dの サイ ク
7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ 活性に対す る
作用
円ND はブタ 冠動脈cAMP PDE活性 を阻害 し た(Fig. 6､ 左側)｡ NND､ NCD､ NFD の
IC醐 値 はそれ ぞ れ7. 6､ 10, 56FL桝で あ っ た ｡ 一 方､ 心筋のcANP PDE活性 馴 CD,
NFDが阻害 しIC5 8値 はそれ ぞ れ32､ 20 0FL桝で あ っ が ､ NNDの 阻害作用 は著 しく弱
か っ た(Fig. 6, 右側)｡ 両逆 数 プロ ッ ト に よ る 解析 か ら ､ 冠動脈 に はcAMP に対 し
低親和性 と高親和性 の2つ のPDE活性が存在す る ことが示さ れ た(Fig. 7). 両活性
と もNND､ NCDで 阻害され た . Fig . 7の デ ー タ よ り求 め た 見掛 け上 のⅩn値 は ､ 高親
和性の 方が1.5ある い は1. 7 iLMで あり低耕和性 の方 が125あ る い は175 〟M であ っ
た ｡ 低Em活性 の 場合､ NNDとNCDのE1値 を計算す る と そ れ ぞれ6･6お よび11･S 〟吋
で あ っ た ｡ 高Em活性の 場合監l値はNND が4.6 iLM､ NCDが5. 7 FLM であ っ た ｡
2 . E G T Aの サイ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性 に 対す る
作用
Table 5に冠動脈 と心筋 のcAMP PDE活性 に 対す るEGTA の効果 を示 した o 0.2 mM
のEGTA により心筋のPDE活性 は影響 を受け なか っ J=., が ､ 冠動脈 のPDE活性 は約35%
阻害さ れ た ｡
3 . N N Dの サ イ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ活性阻害 に 対す る
E G T Aの 作用
NNDの 冠動脈cÅMP PDE阻害活性ほ､ 0. 2 叶 EGTAの 添加に よ り明 ら か に 減弱 さ れ ､
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Tab le 5 Ef fe cts of E G T Ao n ba sal c ycl ic AMP P D E
a ct 土Ⅴ土ty of por cin e c oご O nary a エ
･
te ry a nd
m yo c a rd iu m
Cycl ic AMP P D Ea ctivity
En zym e s o u r c e (n m ole/mg pr otein/min)
一 三G T A 0 . 2 m M E G T A
Rem aining
a ct土Ⅴ土七y
(篭)
Myo c a rd iu m 1 . 04 1 ･ 0 1 9 7. 1
Co ron a ry a rte ry .0 . 2 フ 0 . 1 8 6 6. 7
Valu es a r e the m ean of 2 o r 3 sepa r ate e xperirne nts T
- 29-
特にNNDの 低濃度側で 著し か っ た(Fig. 8)｡ 一 方 ､ NCDやCa開括抗剤で ある ク ロ ル
プロ マ ジ ン は､ EGTÅの 存在 に よ り わずか に高 いIC5 ¢値(EGTA非存在下､ 存在 下 で
NCDは11 潜よび20 〟対､ ク ロ ル プ ロ マ ジ ン は250お よ び400ILK)を示し た に す ぎな
い ｡ こ れ ら の実崇で はNND のIC5 8値 は求 め られ な か っ た . 一 方､ NND の心筋cÅMP
pDE活性阻害作用 は､ EGTA によ り影響さ れ な か っ た(Fig . 9)｡ NCDやNFDの 阻害活
性も､ 影響 を受けな か っ た ｡ NCD のIC5 8億 はEGTÅ非存在下､ 存在下で とも に23
〟糾で あり､ 肝Dで ほそれ ぞれ110〟 臥 150〟桝で あ っ た .
4 , カ ル モ ジ ュ リ ン 括抗剤の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ
活性阻害 に対す る E GT Aの 作用
ク ロ ル プ ロ マ ジ ン の 冠動脈cÅMP PDE活性阻害作用がEGTA に より影響され な か っ
た(Fig. 8)の は ､ おそ ら くCa村抵抗作用 の 特異性 が 低 い 7 4>た め と考 え られ る ｡ そ
こ で よ り特異性 の 高い CaM措抗剤 で あ るTFP7 5, 7 6>を使用して きら に 実験を行 っ た .
Fig . 10 に示 し た よう に ､ NND とTFPの 冠動脈cAMP P DE活性阻害作用は0.2 mMの
EGTA により弱 く な っ た が ､ そ れ らの 心筋cÅMP PDE活性阻害作用 は影響を受.をナな
か っ た ｡
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節 度節 考案
第Ⅱ章で は ､ ブタ冠動脈と心筋の 観酵素標品 を使用 してNND のサ イ ク 7) ッ ク ヌ
ク レ オ チ ドPDE活性阻害作用 に つ い て 検討し た ｡ DHP誘導体 の cA 紺 PDE活性に 対す
る作用 に つ い て は､ Saka 拭OtOら 記3>がNCは イ ヌ の 脳底動脈､ 頚動脈､ 冠動脈 ､ 大
腿動脈の cA 肝 PDE活性 を 阻害す る こ と を報告 した . さら に彼等 馴 CDが イ ヌ 動脈
粂片の cA肝 量を増加さ せ る こ と を見出した記3> ｡ N ND のcÅWP PDE阻害作用は 冠動脈
で 娃NCDよ り強か っ た が心筋で は弱 か っ た ｡ NCDやNFD でほ見られ な か っ た が ､ NND
娃冠動脈 のcANP PDE に高 い 選択性を有 し て い た ｡ 一 方､ こ れ らの 酵素に は 質的な
差が見 られ た ｡ 冠動脈 のcÅNP PDE活性 はEGTÅにより減弱 さ れ たが ､ 心筋 のPDE括
性は影響 され なか っ た ｡ EGTÅ非存在化で はNND の冠動脈cANP PDE活性 の 阻害 パ ー
セ ン ト は高か っ たが ､ E GTA存在下 で は阻害 パ ー セ ン ト は低下 した ｡ 一 方 ､ 心筋の
cA 肝 PDE活性に 対す るNNDの 阻害 パ ー セ ン ト はEGTA に より影響され なか っ た ｡
Ho ndaと18(a h U ra7 7 >はphe nothia zin esが ラ ッ ト大脳皮質 の cÅMP PDE活性を有意
首=' 阻害 す る にも か かわ らず ､ 心臓の cA 肝 PDE活性 に は揺 と ん ど影響し な い と撃告
し て い る o 彼等は こ の 化合物に よる 阻害に はCa2＋が必要で あ る が ､ 他 の よ く知ら
れて い るPDE阻害剤､ パ パ ベ リ ン や テ オ フ ィ 1) ン の 作用 に はCa2＋ は必要で な い こ
と を見出 して い るT 8>. こ れ ら の こ と から彼等 は､ phe n othia zin esはCa2＋ -
a ctiyatorで 活性化され た酵素 を阻害し､ そ の 基礎活性 は阻害しな い と した . 現
在で は そ の activ ato rはCa阿で あ る こ とが明らか に な っ て おり､ phen othia zin e sに
よ るCa2＋/ca封活性化PDE に対す る阻害作用は↓e v
,
in eとWeis s7 9>に よ っ て も報告 さ
れ て い る . 彼等はphe n othia zin e sがCa2＋存在下 にCaHと結合し ､ Ca2● - caM複合体
とPDEの 結合を妨害す る こ とを見出し た ｡ 本章 の 結果で も ､ ブタ冠動脈cA MP PDE
活性のⅣND に よる阻害 に は 同様 のCa2＋依存性が 見ら れ たが ､ 心筋 のPDE活性 に対 し
て はCa か 依存性は見 ら れ な か っ た .
Ca2＋/caM活 性化酵素 の 反 応系か らCa2＋を取 り 除く とPDE活性 は低下す る8 0) ｡
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Cheung 馴 ) は ､ EGTÅ存在下 で 見 られ る阻害 は 酵素 と緩や か に 結合 して い るC8 加 の
キ レ ー ト に よ るも の で あ り ､ な お か つ 残存 し て い る酵素 活性 は より強 く結合して
い るCa か に よ る と推案 して い る ｡ 心筋 にTypeIPDEが 存在し ､ こ れがC82＋/caMで
活性化され る と され て い る に もか かわ らず ､ 本章の 結果 で は心筋 のPDE活性が
EGTA により影曹を受をナな か っ た こ とは ､ こ の 俊説で 説明 で き る かも しれ な い ｡ 冠
動脈のcAMP PDE活性の30- 40 %がCa2＋/ca胤依存性で あ る こ と か ら ､ NNDの こ の 酵素
活性の 抑制作用は冠動脈 のCa2＋/ca餌依存性cAMP PDE に対するNND の選 択性 に よ る
こ とを示唆して い る ｡
DHP餅導体を含む カ ル シ ウ ム 桔抗薬 の 心血管 系に 対す る作用 は､ 無細胞系で は
強力なPDE阻害剤で あるNCD におい て さ え正 常細胞 で はcANP増加作用が認 めら れな
か っ た こ と から ､ 平滑筋細胞内 へ のCa2＋流 人阻 害 に よ る と考 え て い る研究者も い
る8 乱 8 3>o NTDやFDP のよう に ､ DHP系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 の い く つ か の も の はCa陀
結合 し2 4､ 25>､ 平滑筋収縮の 誘発 に必須 と され て い る 過程8 4- B 6> で あ る ミ オ シ ㌢
軽単車 ナ - ゼ の 活性化 を阻害 し､ 平滑筋 ミ オ シ ン 軽鎖 の T) ン 酸化 を抑制す る こと
が報告 され て い る 2 5 >｡ caMと の 結合やCaM依存性 ミ オ シ ン軽鎖 7) ン 酸化 の 阻害に
よ る平 滑筋の 弛緩は ､ TFPや甘-7の よ う なCaM括抗剤 で も観察 さ れて い るB ?, B 8)｡
冠動脈 のcAMP PDE活性のNNDとTFP による 阻害 パ ー セ ン トは ､ E GTAの存在 に より同
I:よう に 減少 した こ とか らNNDの 阻害作用にCaM措抗性が 関与 して い る こ とも考え
ら れ る ｡
以上 の 結果か ら ､ NNDはNCDやNFDと は異 な る様式でCa2◆/caM依存性 サ イ ク 7) ッ
ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活性 を阻害 し､ 血 管平滑筋内の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドを
増加さ せ る作痛も 一 部血 管平滑筋 の 弛 掛 こ園与 し て い る 可能性 を示唆す る ｡
- 35-
第5節 小括
第Ⅱ章で ほ ､ NNDの サイ ク T) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活性阻害作用 に つ い て ､ ブ タ
冠動脈 と,Eih筋の 艶酵素標品を用い て 検討し た ｡ NND8*Jむ筋 と比 較して 冠動脈 の
CAMP PDE活性 をより効果的に 阻害し た ｡ 他 のD肝 ､ NCDとNFDは両組織のcA 肝 PDE
活性を同程度阻害し､ NNDの よ う な組織選 択性を示さ な か っ た ｡ NND は肘CDと同様､
冠動脈 の高親和性お よび低 親和性のcAMP PDE活性を非競合的に 阻害 し た ｡ NND の
El値は それ ぞれ6.6､ 4.6 〟 臥 NCDのⅩ1値 は そ れ ぞれ1l.3､ 5. 7 iLM であり ､ NND
の阻害作用 の 方が強い こ とが 明らか と な っ た｡ 0.2 軸M のEGTA存在下で は ､ 冠動脈
のcAMP PDE活性は コ ン ト ロ ー ル の65%に 低下 した が心筋 のcÅ軌p PDE活性は影響 を
受けな か っ た ｡ 冠動脈 に お い て ､ NND のcAMP PDE活性の 阻害 パ ー セ ン ト はEGTA存
在下で 減弱し た が ､ NCDと 肝D の阻害 パ ー セ ン ト は影 響され な か っ た ｡ 一 方､ E GTÅ
は心筋cANP PDE活性 のN ND によ る 阻害に 杖影響 しな か っ た ｡ NⅣDのPDE阻害作用 に
対す るEGTA の効果が冠動脈 と心筋 で異 な る とい う現 象は ､ 阻害剤をCa拭桔抗剤 の
TFP に変 えて も認 めら れ る も の で あ っ た ｡
以上 の 結果 から ､ NNDは細胞内作用と し て サ イ ク 1) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活性阻
害作用を有し て おり ､ そ の 作用はNCDよりも強い こ とが明ら かと な っ た ｡ さ ら に ,
NND8?)Eih筋 と比較して 冠動脈 のcAMP PDE活性 を比較的選択的に 阻害 し ､ こ の 選択
性は冠動脈の 方がNNDの 作用 を受 けや す いCa2＋/caM依存性cAMP PDEの 割合が高 い
こ と に よ る こ とが 明 ら か と な っ た ｡ ま た ､ NND の阻害作用がCaM桔抗性に よる可能
性が考 え らゎ た ｡
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第厨章NNDのウシ肺動脈および肺静脈のサイク7)ツタGMP代謝蛸する
影響
第1節 序論
Dia -dら 8 9､ 9 0) は､ 強力 な 血管拡張剤 で あ るNTGが血管 お よ び非血管平 滑筋細
胞内 の cG 肝量 を増加さ せ る こ と を見出 し た ｡ こ れ に続 い て ､ 他の 研究者 た ち も多
くの 平滑筋拡張剤 が可溶性gu anylate c y cla s e(GC) 活性を促 進 し ､ 組織内 のcGMP
量 を増加 させ る こ と を報告 し た9 l､ 9 2>｡ 血管弛凄と ､ nitr oge n o xide(NO) 含有血
管拡張剤 18､ 9 3
‾ 9 6>や内皮由来血 管弛頼因子(EDRF)を介す る ム ス カ 7) ン 受容体作
動薬9 6
- J 軸 >あ る い 娃心房性ナ ト 7) ウ ム 利尿 ペ プチ ド(Atriopeptin Ⅱ)9 5, 9 8､ J 8 ･)
に よ っ て 起 こ るcGMPの 蓄積 との 間に 良好 な 相 関関係が あ る こ と が報告され て い る ｡
GC活性化剤だ けで な く ､ CGMPPDE阻害剤も cGMPの 水解抑制 に よ り組織内cGMP量の
増加 を起 こ し平滑筋 を弛壊さ せ る と考 え られ る . 事実cG 抑 PDE阻害剤 は 単独で ､
非血 管平滑筋1 8 2>ぉ よ び血管平滑筋1 8 3>を弛緩さ せ る ｡ ま た ､ ラ ッ ト に 投与 した
場合正常 ラ ッ トお よ び高血圧易発症ラ ッ ト の 血 圧 を低下 さ せ るl?4)｡ さら に ､
CGMP PDE阻害剤はNO含有血管拡 張剤1 8 3､ 1 8 5)や内皮細胞依存性血 管拡張剤9 7､ 18 6)
の cGWP増加作用 と血 管拡張作用 を著 しく増強す る ｡
第Ⅱ章 で述 べ たよ うにNNDは血 管のCa2＋/ca村依存性サ イ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ド
PDE活性 を阻害す る ｡ ま た ､ N河D紘分子内に2偶の 硝酸 エ ス テ ル 基 を有す る 構造 で
あり､ NTGと同様NO産生 に よ るGC括性 の 促進が期待 され る .
第Ⅲ 章で は､ NNDが血管系の cGMP代謝に ど の よ う な影響を与 え る の か ､ ウ シ の
肺動脈(BPi)と肺静脈(BPV)を用 い て 検討 し た ｡ 最初に cGMP PDE阻害 作用 を両組織
の 粗酵素標品 を用い て 調 べ ､ 動脈と静脈 で阻害作用 に 違 い が あ る か 検討 し た ｡ 次
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に ホ モ ジ ェ ネ - ト を用 い て ､ GTPか ら産生 され蓄墳され るcG 肝の 量 に対す る作用
をGC活性化剤で あ るNPと 比較 し た ｡ さ ら に , 摘出血管 で のcG 肝増加作用 に つ い て
も検討し た ｡
第2節 実験材料及び実験方法
1 . 実験材料
屠殺場で 入手 し た ウ シ 肺 を ､ 水冷 し た緩衝塩類溶液(m槻: NaCl､ 145; KCl､ 4;
馳C12 ､ 1; CaCl2 ､ 2; Tri告/HCl(pH7.5), 20; glu cos e)に 入れ ､ 研究室ま で 運 ん
だ ｡
NNDとNCDは大正製薬㈱有梯化学研究室で 合成 し た ｡ NFD(Adalat)は バ イ エ ル 薬
品から 購入 した ｡ Cyclic GMP､ GTP､ gu a nosine､ NP､ EGTAと蛇毒はSigmaよ り購
入し た o [3H]cG 肝(33.9 Ci/m m ol)は ､ Ne wEngla nd Ⅳu clearよ り購入 し た.
Cyclic GNPr adioi山nunO aS S ay(RIA)キ ッ ト は ヤ マ サ 醤油㈱よ り購入 し た . 他 の 試
薬は す べ て 特級か それ以上 の 品質 の も の を使用し た ｡
NND､ NCDと 肝Dは15mMの 洩度 と なる よ う に100% DMSO に溶解 し､ -20 ℃ で保存 し
た . 綬衝塩類溶液 とNP溶液 は ､ 使用 の 都度調製し た . 溶液娃MilliQ Wate r
Syste mで 得た 試薬 グ レ ー ドの 水を用 い て 調製 し た ｡
2 . 酵素榛 品の 調製
ウ シ 肺の 血 管を実質細胞よ り分離し､ 以下の 組成(mM: NaCl, 118; KCl､ 4. 7;
CaCl2､ 1.5; NaHCO3, 25; MgSO4, 1.1; EH之PO小 1.2; glu c ose､ 5. 6)の 水冷した
Rrebs - Ringe
'
r溶頼に 浸 けた . 結合組織を取 り除 い た後血管の 重量 を測定 し ､ は さ
み で 細切 し ､ 5倍量 の 氷冷 し た緩衝破でPRYSCOTRONホ モ ジ ナ イ ザ - (日 音医理科
機械製作所) を用 い て ホ モ ジ ェ ナイ ズ した ｡ 0. 25” s uc ro seを含む20mM
′
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Tris/uCl(p円7.5) 緩衝液で 調 製し た ホ モ ジ ュ ネ - ト お よ び0. 25 粥s uc ros e､ 5 蛸
2一 斗er C aptO etha nol, 5 灘朗 恥Cl之を含む40払拭 Tris/円Cl(pH7.5) 緩衝液 で 調製 した
ホ モ ジ ェ ネ - ト を1OO､000x g､ 60分間超達心 し て 得 た上 清 を ､ そ れ ぞれGT Pから
産生 さ れ蓄積され るcGMP量 の 測定お よびcG 肝 PD E活性 の 測定に 使用 し た ｡ NNpと
NP の8PÅ潜よびBP 陀対す る 反応性は ､ 同 一 の 肺か ら得 た血管 を用 い て検討 し た｡
蛋白質洩度は ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン を標準 品と し､ Lo w r yらの 方法4 6)に より測定
し た ｡
3 . サイ ク リ ッ ク G M Pホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性の 測定
cG 肝 PDE活性は ､ 酵素榛品 と してBPA(280-3 00〟 g蛋白質)とBPV(160- 190〟g
蛋白質)を使用 し ､ 基質 と し て[3J]cGMPを使用 し た 他姓第Ⅱ 章､ 第 2節に 準 じ た｡
4 . サ イ ク リ ッ ク GM P蓄積の 測定
標準反応溶破 は全量0.5 ml申 に ､ 50n材 Tris/HCl, 0.1 nM GTP､ 4 州 MgC12､
0. 1 nl ホモ ジ ュ ネ - ト(BPAとB PVは そ れ ぞれ1.2- 1. 4 mgお よ び0. 7- 1.0 mg蛋白質)
を含む . 遮光条件下で37℃ ､ 2(BPA)あ る い は5(BPV) 分間加温し た 後 ､ 試験管 を2
分間煮沸 して 反応 を停止さ せ た ｡ 3､000rpmで10分間遠心し､ 上清 の 一 部を直接
cGMPのRIA にか けた ｡ RIA によるcGMP の定量方法 は､ 以下 に 記載 し た ｡
5 . R I Aに よる サ イ ク リ ッ ク GM Pの 定量
ウ シ 肺血 管 は ､ 上 記 し た 方法で 得 た. 実験 に は95X O2 - 5% CO2 で 飽和 さ せ た
Er ebs - Ringe rbic a rbo n ate溶液 を使用 し た ｡ 血 管粂片( 幅5-8 m m､ 長 さ10- 15m恥
重量 約100mg)を作成 し ､ 2. 0 nl のEr ebs - Ringer bic arbo n ate溶液を入れ た試験
管 に 浸 けた ｡
●
薬物 を加 え37 ℃ で5ある い は20分間加温 し た｡ 反応終 了後各条片を
滅紙 で 拭 き ､ 液体窒素 で あ ら か じ め冷却 し て お い た ス テ ン レ ス 製 の ク ラ ン プで は
さ み そ の ま ま液体窒素申に 入れ た ｡ 凍結さ せ た 血 管条片は ､ cGMP量 を 測定す るま
′
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で -85℃ で 保存 し た ｡
cG 肝の 定量 は すで に 報告さ れ て い るRIÅ法 柑 7
‾ 1 8 9)に よ り行 っ た ｡ 凍結 し た 血
管粂片は ､ 重量測定後 ただ ち に1.0 由lの 氷冷し た6%トリ ク ロ ル 酢酸溶液と とも に
p肘SCOT RON ホモ ジ ナ イ ザ ー で ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し た ｡ ホ モ ジ ェ ネ - ト は4 ℃で3000
r叩 ､ 1 5分間遠心し た ｡ 得ら れ た上清を別の 試験管 に 移し ､ 沈壇を再度 ホ モ
ジ ェ ナ イ ズ し た ｡ 得られ た上 清 をあわ せ ､ 6.0 nlの 水飽和 エ ー テ ル を加え
pHYSCOT RON ホモ ジ ナ イ ザ
- を用 い て 激 しく接辞 し た ｡ エ ー テ ル 層 と永層姑 ､ d
o
c
で300rpm, 5分間連,bする こ と に より分離 し､ エ ー テ ル 層 は吸引 し て 除去 した ｡
こ の 抽出操作は3回線返 し た . 残 っ た水屑は達 JEih式 エ バ ボ レ ー 夕 - (Speed Va c
svc-200u, Sa v a nt)に よ り減圧下洩縮 し ､ 残渡を0.5 ml の水に 溶解 した ｡ 上 記溶
液0. 1 ml と標準溶液を無水 コ ハ ク 酸の ジ オ キ サ ン - ト リ エ チ ル ア ミ ン 混液を用 い
て サ ク シ ニ ル 化 し ､ こ の 溶液を[l 記5Ⅰコサ ク シ ニ ル cGMPチ ロ シ ン メ チ ル エ ス テ ル と
マ ウ ス 抗cGMPモ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 と とも に4℃ で20- 24時間放置 し た ｡ 抗体 に結
合し たcGMPと遊離の cGMPを分離す る た め､ 0.5 ml のデ キ ス トラ ン 処理 活性炭を加
え撹拝し氷水申 に10分間放置･し た後､ 4
o
C で3000rpTn､ 5分間達Jbした ｡ こ の 上 清
o.5 ml申 の 放射活性を ガ ン マ ー カ ウ ン タ - (ARC- 300､ Aloka)で 測定 した ｡ 組織あ
る い は ホ モ ジ ェ ネ - ト に 添加 し た[3fl]cG桝Pの 回収率は90%以上 で あ っ たo
6 . デ ー タ 解析
コ ン ト ロ ー ル の 活性を50% 阻害す る薬物の 洩度(IC即)は､ コ ン ビ 斗 一 夕 一 に よ
り デ ー タ を非線形最小 自乗法に フ ィ ッ ト さ せ計算 し た o 使用 した の ほVAX-
8600/VMSシ ス テ ム で作動す るRS/1プ ロ グ ラ ム の 中 のMarquardt-Le ven vergカ ー プ
フィ ッ テ ィ ン グ法(BB阿 Re s e a rch Sy ste m s)で あ る ｡ cGMP量に 関す る統計処理 は
ANOVA で行 い
■
､ 各平均値間の 有為差はTukeyの 方法で 検定 し た ｡
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第 8節 実験結果
1 . N N Dの サ イ ク 7) ッ ク G M Pホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活性に 対す る作用
NNDはBPAとBPV のcG 肝 P DE活性を10J川 のC8 か あ る い は0. 2 溌紺のEGTA存在下で
い ずれも 濃度依存的に 阻害 した(Fig . 11､ 12)｡ EGTÅ(0.2 放M)はBPAとBPVの cG 抑
PDE活性 を ､ そ れ ぞ れ約15% およ ぴ40%阻害 .し た ｡ 10JL粥のCa之＋存在下お よ び0.2
加桝のEGTÅ存在下 に お け るcG粗P PDE活性は , BPA で はそれ ぞれ702. 1 ±87. 6およ び
607. 0 ±18.7 pm ol/%g pr otein/胤inで ありBPV では それ ぞ れ36 1.0 ±85. 8お よび
216. 1 ±54.0 ph Ol/乱g pr otein/血inで あ っ た ｡ BP V のcGMP PDE活性 に対す るNND の
阻害作用 はCa2＋ の 存在に よ り着 い 1影響 を受 けた(Fig . 12)｡ NND のcGMP PDE阻害
作用は､ 10 〟別のCa2●存在下で は0.2 軸M のEGT A存在下 と比 較 し約10倍強力で あ っ
た ｡ こ れ と同様 のcG 肝 PD E活性阻害 に対 す るCa2＋ の 効 果は ､ NCD でも見 られ た が
NFD では認め られ なか っ た(Fig . 12)｡ 10FLHのC82＋存在下 のNND､ NC Dおよ びNFD
のIC5 匂値 はそれ ぞ れ3. 3 x lO
‾ 6
, 9.5 x lO
‾ 6お よび4. 1 x lO
‾ 6 M であ っ た ｡ 0.2
mMのEGTÅに よ りCa2＋ を除去す る と それ ぞれ の 値 は3. 3 x 10
‾ 5
､ 6.4 x lO･
- 5および
6. 4 x lO
‾ 5 Mと な っ た . しか しBPA ではⅣN D によ るcGMP PD E活性 阻害作用にCa2＋比
影響 しな か っ た(Fig. ll)｡ 10FLN のCa2＋存在下 のNND､ N CDおよ びNFD のICs8値は
それ ぞ れ7.9 x lO
‾ 6
, 3.3 x lO
‾ 5および9. 1 x 10
‾ 5 M であり､ 0.2 mM のEGTA存在
下で は1. 6 x lO
‾ 5
, 6. 1 x lO
‾ 5およ び1.0 x 10
- 4 M であ っ た｡
2 . N ND の サ イ ク リ ッ ク G M P蓄額 に 対す る 作用
2 - 1 BPAとBPV の ホモ ジ ュ ネ - ト に よりGTPか ら産生 され蓄積 され るcGMP量に
対す る打NDとNP の作用
NND のcGMP代謝に 対す る作用壷検討する た め ､ cG MP合成お よび 分解酵素活性を
含む ホ モ ジ ュ ネ - 小 を酵素源 とし て 使用 し た ｡ BPA におい て ､ 10 〟M のNNDはcGMP
の 蓄積 を反応開始 卜2分後 に わ ずか に 増加 さ せ た だ けで あ っ た が ､ GC活 性化作用
▲
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を有す る血 管拡張剤で あ るNP(looJ川)はcGMPの 蓄積を反応 開始卜2分 後に 著 し く
増加させ た(Fig. 13､ 上側)｡ NP に よっ て 増加 し たcGMP量 は す ば やく減少に 転 じ ､
30分後に は コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル に な っ た(Fig. 13, 上 側)｡ BPÅにお けるcGMP蓄積
の 時間依存性 に対 し10JL弼のNND は影響 し なか っ た ｡ しか しBPV におい て ､ 10iL桝
のNNDは反応開始2-5分後のcG 肝蓄積を わずか で はあ る が 明らか に 増加さ せ た(Fig.
13､ 下側)o NPはBPA同様BPV でもcGMP豊を増加 さ せ た . NNDほNP によ るcGMP量 増加
を反応開始5分後 に2. 1倍促進 した . NNDの 添加 に よ り ､ NP により最 大のcGMP量増
加が見ら れ る 時間は5分か ら15分 ヘ と シ フ ト し 同時 にcGMP畳も4倍 に な っ た(Fig .
13､ 下側)｡
Fig . 14 とFig. 15 にGTPか ら産生 され蓄積され るcGMPの 量 に 対す るNPとNN Dの 渦
慶 一 反応関係を示 し た . BPÅとBPV にお い て ､ NPはそ れ ぞれ100あ る い は10 〟M以
上の 漉度 か ら渦度依存的にcGMP量を増加 きせ た(Fig. 14)｡ NP によるGC活性 の 促
進 に 対す る感 受性はBPA よりBPVの 方が 高 か っ た o NND(10fLM)はBPA､ BPVの い ず
れに お い て もNP によ るGTPか ら産生 され たcGMPの 蓄積を増強 し た ｡ NNDは0.3か ら
30LL柑の 洩度 に おい てBPA の ホモ ジ ュ ネ - ト でGTP から産生 され るcGNP の蓄積 を促
進 し な か っ た が ､ BPVの ホ モ ジ ェ ネ - ト で は10あ る い は80iLM の減度で わず か に
促進 した(Fig . 15)｡ しか し ､ GC活性が100〟MのNP に より活性化され た 場合､
NNDはBPAある い はBPV でGT Pか ら産生さ れるcGMPの 蓄積 を10あ る い は3.0 〟M以上
の 洩度か ら鴻度依存的に 増強 した ｡ こ のNNDの 増強効果 は､ BPAよりBPV の方が 明
らか に 強か っ た ｡ NP に対 す る 感受性はBPAよりBPV の方が高 く､ NNDもBPAよりBPV
に お ける cGMP の蓄積に 対 して 強い 増強効果を示し た .
2 - 2 NNDとNP によりGTP から産生 され るcGMPの 蓄積 に対す るCa2＋ の影響 ､
Mg2
＋存在下NP R:よ るGC活性化 はCa2＋ に よ り阻害 され る1 1 8> の で 1 CGMP藤生 の 測
定はCa2＋ を含まな い反応混 液を使用 し た ｡ コ ン ト ロ ー ル で は ､ BPA とBP Vの い ずれ
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もGTP から産生 され るcG閲Pの 蓄積 に対しCa
か は全 く影響し なか っ た(Fig. 16､ 左
側). しか しNP によ るcGMPの 蓄額 は ､ BPA とBPV の いずれ に おい て も100〟粥のCa記
ヰ
により減少 し2 軌鮒のEGTAに よ り増強 され た(Fig. 16､ 右側)｡ 10 fL朗のNNDは単独
でBPV で のcGMP蓄積を促進し た がBPÅで は促進し なか っ た(Fig. 16､ 左側)｡ NⅣDは
BPAで もBPV でもNPに よ るcGMP の蓄額増強を さら に 促進 し た ｡ 遊離Ca か をEGTÅで取
り除く と ､ BPV でのNN D による増強効果は認 めら れ な く な っ た o BPA におい て は ､
EGTA存在下で もNPに よるcGMP蓄積 の 増強に 対す るNNDの 効果が認 め られ た が ､
cG 肝蓄積増強の割合はCa2
＋存 在下 と比 較する と明ら かに 小 さか っ た(Fig . 16, 右
側)0
3 . N N Dの 血 管組織内サ イ ク リ ッ ク G M P量 に対する作用
Fig. 17 にNND,NP､NND＋NP のBPÅお よびBPV組織内cGMP量に 対す る影響を示 して い
る ｡ NNDはcGMP量を増加 さ せ る 傾向を示 し た が有為な も の で はな か っ た . - 方 ､
NP(100Jim)は組織内cGMP量 を著しく増加 させ ､ 10 FLM のNNDを涛加す る こ と に よ
りBPÅとBPVで そ れ ぞれ反応開始20分後ある い は5分後に さら にcG 肝量を増加 さ せ
た ｡
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第 4 節 考案
第Ⅲ章 で は ､ NNDがBPAと8 PV のCa2＋/c8M依存性cG封P PDE活性を阻害す る こ とを
明ら か‡.こ した ｡ ま た ､ 醐Dは血 管の ホ モ ジ ュ ネ
- ト に お けるGTPか ら産生 さ れる
cGMP の蓄墳を増強し た ｡ 血管組織に お い て もNNDほNP に より引起こ され るcG 即量
の 増加を増強し た ｡
サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドに より起 こ る血管弛媛の機嘩に 関 し て は 多く の 研究
者たち が ､ NO含有血 管拡張薬､ EDRF､ 心房性ナ ト リ ウ ム 利尿 ペ プチ ドが血 管平滑
筋内の cGMP量 を増加 さ せ ､ 引続 い て 血管弛緩を起 こ さ せ る1 B､ 9 3
‾ 1 8 1> こ と から血
管拡張 の '' セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー '
'
の 候補 と し てcGMPを提唱 し て い る ｡ NNDは
遊離Ca2 ＋存在の 有無 に か か わ らず､ BPAとBPVの cGMP PDE活性を阻害し た｡ CGMP
PDE活性はEGTA存在下､ BPy では有意に 抑制 され た がBPA では 娃 と ん ど抑制されな
か っ た . EGTA により遊離Ca2＋ を除去する と ､ BPV では河ⅣD のcG 即 PD E阻害活性は約
1/10と弱 く な っ た がBPÅでは影響 がな か っ たム こ の 結果は ､ BPV にはCa2＋/caM依存
性cG桝P PDEが 多く含ま れ て お り ､ NNDは こ の 酵素 をCa之● 依存性 に 阻害す る こ とを
示唆す る ｡ 同様の 結果 は ､ 第 Ⅰ章で 述 べ た よう に ブ タ冠動脈で も 得ら れ て い る｡
Ig narroら 1 1 1>は ､ 有機 ニ ト ロ 化合物(R- ONO之)が 細胞内 -SH基 と反応 しNO2
‾
とな
り競い てNO に変換 され､ さ ら にGCを活性化する不安定な中間体のS- ニ ト ロ ソ チ
オ ー ル に な る と報告 し た｡ 】㈹Dは分子内 に2つ の -ONO2基 を有 して い る の で , ノGCを
括性化する と期待 きれ た｡ し かt/NNDは血 管の ホ モ ジ ュ ネ - トに お けるcG 肝の蓄
積 をBPV で促進し た が ､ そ の 程度 はⅣPと は比較 に な ら な い ぐら い 弱 か っ た . - 方､
NNDはNP によるcGMP蓄積の 促進 を膿度依存的に 増強 しcG 抑量 を増加維持さ せ た ｡
こ の 結果 は ､ NNDがGC活性化作用 で は な く ､ pDEの 阻害剤 と し て 作用て い る こ とを
示 して い る ｡
NNDはCa2＋/caM依存性PDE活性 を選 択的 に 阻害す る の で ､ 本章 で はGTPか ら産生
され た cGMPの 蓄積に 対 す るN NDの 効果 とCa2
＋ の 関係 に つ い て も検討 し た . 肺血管
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ホ モ ジ ェ ネ - ト に おい てcG 肝 の蓄硬はNP によ りCa 如 非存在下で よ り強く促 進 され
た｡ 馳 2
1&存在下でCa か はGC清隆 を阻害す る = 申> の で ､ こ れ は おそら く反応溶破申
に馳記
ゅ が存在す る ため と考 え られ る ｡ EGT A存在下で は ､ NP によ るcG 貯蓄額 のNND
に よる増強効果が消失ある い は減弱する こ ともNND の作用が主 と してCa2＋/ca粥依
存性PDE活性を阻害す る こ と に より発揮され る こ とを示 して い る ｡
cyclic GMP蓄墳の 基礎量 がBPAとBPV で同じ で あ る に も か かわ らず､ 血管 のNP に
ょるcG 抑産生の 感受性ほ異 な っ て おりBPAよりBPV の 旺う がN P に対 し感受性が 高
;:f か っ た ｡ Edw a rdsら
9 4>はN Pを含むNO含有血管拡張薬がBPAやBPVを弛葎 さ せ る が ､
こ れら血 管拡張薬は弛緩作用もcG 肝量増加作用も 動脈 より静脈で 強い と報告 した o
彼等はま たBPAとB 叩 でGC活性 は等 しい に も か か わら ず､ ND含有血管拡張薬に よ る
活性促進はBPAよりBPV で強 い と報告 した . 本章 に おい て ホ モ ジ ュ ネ - トを使用 し
て 得られ た結果 はEdw a rdsら の 報告9 4)と 一 致す る ｡ さ らにBPÅにお け るcGMP蓄積
のNP による促進 に対す る 州D の増強効果は ､ BPV に おける 効果 と は異な っ て い た ｡
NND の効果はBPV ではBPAよ り低減度か ら表れ た . NNDのBPV に対す る高感受性 は､
NND がBPAよ りもBPVのCa2＋/c8粥依 存性cGMP PDE活 性 を阻害 しcGMP量を増加 さ せ て ･
い る こ とを示唆し て い る ｡
本章に お い て ､ NND古まBPAとBPV にお い てC82＋/caM依存性cGMP PDE活性 を阻害 す
る こ とが 明らか とな っ た ｡ 第 Ⅰ章で 述 べ たよう に ､ 醐Dは ラ ッ ト♭筋､ 脳の 膜分
画ある い は ブ タ冠動脈の 膜 分画に 高裁和佐 に特異 的に 結合する ｡ 結合部位はNFD,
NCD､NTD な どのDHP系 カ ル シ ウ ム 抵抗薬と同 じ部位 で あ っ 鬼 ｡ NNDのPpE阻害のIC58
値は､ 第Ⅰ章で 述 べ た カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合阻害の.IC5 8値 よ り数オ
ー ダ ー 低
い 洩度で あ り , こ の 結果か らNNDは カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に結合 し血管平滑筋内 へ
のCa2＋流人を阻害し血管 を 弛壊 させ る と考 え ら れる ｡ しか し ､ あ る 研究者た ち は
カ ル シ ウ ム 措抗薬が単離 し た 血管平滑筋細胞内に 蓄積され
I 1 2‾ 1 I 4 )
､ 細胞内で 約
500倍 に 洩縮 される こ と を報告 して い るI 1 5､ 1 1 6). こ の ような 報告と､_ 臨床的 に
:- 得ら れる カ ル シ ウ ム 措抗薬 の 血 祭中城度 が10
- 7 Mで ある 1 1 7､ 1 1 8)とい う こ と を合
一 52-
せ て考 え る と ､ NNDも生 理 的条件下で は壕的組織細胞内 に おい て10
- 6
- 10咽 弼の
レ ベ ル に 達す る可能 性を示唆 して お り ､ NND によ る血 管拡張にCa か/c8M依存性PDE
阻害作用も 関与 し て い る と考 えら れる ｡
第 Ⅲ章 の 結果か ら ､ NNDが選択的にCa2＋/c8封依存性cG 肝 PCE活性 を阻害 し､
cGNPの 分解 を抑制す る こ と が 明らか と な っ た ｡ さ ら に阿ND のcGMP蓄帝 あ る い は
cGMP量 に対する効果は ､ NO含有血 管拡張革 に より.GC活性が 促進 され て い る と 蓉に
より強か っ た ｡ 州D に対す る反応性 は常 にBPV の方 がBPÅより高か っ たが ､ お そ ら
く これ はBPAとBPV で全PDE に対 す るCa2＋/ca粥依存性PDE の割合が異 な る た め と考え
られ る ｡ 血管平滑筋 の サ イ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE のCa2＋/ca桝依存性 は)Lh臓よ
り は高 い の で ､ 血管平滑筋のCa2＋/ca桝依存性cG 肝 PDE活性 の 阻害 に よ り蓄積 した
cGMP がNND によ る血 管弛緩 の 少な く とも 一 部 に 関与 し て い る こ と が 考 え ら れ る o
第 5節 小指
第Ⅲ 章 で ほ ､ BPAとBPVを用 い てN阿D のcGMP代謝 に 対す る作用 を検討 し た ｡ NNDは
BPAとBPVの cGMP PDE活性 を阻害 し た ｡ BPV のcG 肝 PDE活性 は､ 約40% がCa
2 ＋依存性
で あ っ た ｡ ま た ､ 附D のcGNP PDE活性阻害作用 もCa2＋ 存在下 の 方が 非存在下より
も強か っ た ｡ NND の阻害活性 馴 CDやNFDより も強 か っ た ｡ BPAとBPV の ホモ ジ
'
ェ
ネ - ト に よ るGTPか ら の cGMPヘ の 変換 は ､ NND単独 で はわ ずか に 促進 し た だ けで
あ っ たが ､ NP に.より濃度依存的 に 促進さ れ た ｡ NP によるcGMP産生 はNND によりさ
ら に 促進され た ｡ こ の 剛D の効果るま､ BPV ではCa2＋ に 依存 し た がB PA で は依存 しな
か っ た ｡ BPAとBPV の組織標本 で もNNDはcGMPの 増加傾向 を示 し たが ､ NP による
cGMP量の 増加 はNND により増強 され た .
以上の 結果 から ､ NND はCa2＋/ca対依存性cGMP PDE活性 を阻害 す る こ と､
に よ り血
管平滑筋内 の cGMP量 を増加 さ せ る こ と が 明ら か と な っ た . こ の 作用はNNl)の 血管
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拡張作用 の 一 部に 関与 し て い る こ と が 考え ら れ た ｡
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卵章 NNDおよび各削､逢二ジヒドロピ7)ジン誘導体の紬シウム
チャンネル結合能舶びサイク7)ックGMP増加作用の比較
第1節 序論
第 Ⅰ章 で 娃NNDが カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に甫 親和性 に結合す る こ と を明 ら か に
し た ｡ 第 Ⅱ章お よび 第 Ⅲ章 で はNND の細胞内作用と して サ イ ク 7) ッ ク ヌ ク レ オチ
ドPDE阻害 作用が あ る こ と を明ら か に し た ｡ こ の 結果か ら ､ NNDはCa2＋/caN依存性
CGMP PDE活性を 阻害 し､ 血 管平滑筋細胞内cG 肝量 を増加さ せ る こ と に よりiB
_
血 で も 血管平滑筋弛援作用 に 関与し て い る 可能性 が ある こ とが示唆 され た ｡
NNDは麻酔イ ヌ に 静脈内投与 した場合､ 柵DやNCDと比 較 して 強力で 持続 的な 血圧
低下 お よび椎骨 動脈結流量増加 作用を示す2 8>｡ DH P など の カ ル シ ウ ム 桔抗薬 の カ
ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 凍和性 の 強さ が血 管拡張作用 の 強さ と 相関す る こ とはよ
く知 られ て い る が 3 T
- 4 2)
､ 持続 的効果が ど の よう な作用 機構 で 発現 し て く る の か
は明らか で はな い ｡
第Ⅳ 章で は ､ NND の 出 血管拡張作用 の 持続性 とcGMP量増加作用 の 関係を明
確に する ため ､ 分子内 に 硝酸 エ ス テ ル 基 を も つ D円P誘導体 とも た な い D円P誘導体に
っ い て イ ヌ 摘出大鹿動脈 で の cGMP豊増加作用 と､ イ ヌ
ー
k 投与 し た場合 の 血圧低下
およ び冠動脈血流量増加 の 持続性を比較検討 し た ｡ ま た ､ こ れ らDHP誘導体の カ
ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対す る親 和性も調 べ ､ 硝酸 エ ス テ ル 基の 有無 お よ び血管拡
張作用 の 観点 か ら若干 の 考案 を加え た ｡
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第2節 実験材料及び実験方法
1 . 実験材料
1 - 1 ラ ッ ト脳艶膜標品 の 調製
第Ⅰ章､ ･第2節に準 じ た ｡
1 - 2 イ ヌ 大腿動脈 ら せ ん 粂片 の 作成
体重7- 13 Ⅹgの 雑犬 を雌雄 の 区別無 く使用 し た . イ ヌ をs odiu m pentobarbital
(Somg/kg)の 静脈内投与 に より麻酔し た 後､ 屠殺 し た ｡ 大腿動脈を摘出 し､ 結合
組織な ど を取り除い た 後 ､ ら せ ん 粂片(2Ⅹ20 ” , 40- 60ng)を作成 し た ｡
1 - 3 使用薬物
NND､ NND- Ml､ NND- M2､ NND- M3､ NVD､ BNDお よびNFD は大正製薬㈱有機化学研究
室で 合成 し た ｡ (＋)-[5- Methyl- 3HコPN200- 110(S. A. 70.2Ci/m mol)はNe wEngland
Nucle a rより購入 し た ｡ Cyclic GMP のRIA kitは ヤ マ サ 醤油㈱より購入し た .
2 . カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合能 の測定
[3H]PN200- 110(0.3 nM)をリ ガ ン ドとし て 使用 し ､ ラ ッ ト脳 の 粗膜標品( 約1.0
mg 蛋白質)と とも に遮光条件下25 ±1 ℃で80分間加温 し た . 反応杜Whatma nおラ ス
繊維漉紙(GF/B)で の 急速漉過 に より停止 させ た ｡ ガ ラ ス 繊維滅紙は5 ml の氷冷50
mM Tris/HCl(pH7.5)で3回洗 浄 し た ｡ 波紙 を乾燥 さ せ ､.10nlのÅqua z o卜2シ ン テ
レ 一 夕 - と とも に 漉紙上 の 放射活性を測定 し た ｡ 非放射性NFD(l 〟M)存在下 に 得
サ
られ る カ ウ ン トを非特異的結合 とし ､ こ の 値を差引い で得られ る カ ウ ン ト を
[3H]PN200- 110 の特異的結合 と し た｡ [3F]PN200- 110 の特異的結合は､ そ れ ぞれ 全
結合 の約90%で あ っ た ｡ [3H]PN 200- 110 の特異的結合 は60分で 定常状態に な り ､ 反
応開始後90分ま で は変化 し な か っ た ｡
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薬 物 を1 x lO
‾ ‖ 粥カゝ ら3 x lO
q 7 槻まで 添加 し ､ 事 物非添加 時 の 特 異 的結合 の
カ ウ ン トを100%と し て 薬物漆加時の 割合を計算 し ､ さら にIC5 8値 を求め た o
3 . 血 管組織内 サ イ ク リ ッ ク G M P量 の 測定
イ ヌ 大腿動脈らせ ん 粂片 ほ ､ 上記 の 方法で 作成 し た ｡ 実験 に は ､ 以下 の 組成
(hM: NaCl､ 118; RCl, 4. 7; CaCl記 ､ 1.5; NaHCO.3､ 25; MgSO小 1. 1; Ⅹ円2PO小
1.2;glu cose､ 10)の Er ebs - Ringe r溶液 を使用し､ 寒駿申は95% 02 - 5% CO2を通気
し た . 血 管粂片は､ 1.0 gの 負荷 を かけ20.0 ml のRr ebs - Ringe r溶液中に 吊る し､
37 ℃ で60- 90分間安定化 さ せ た ｡ Rr ebs - Ringe r溶液を交換 し ､ DMSO に溶 解させ た
薬物 を加 え37
o
C で20分間加温 し た ｡ 反応終了後､ 各条片 は そ の ま ま液体 窒素中に
入れ た ｡ 凍結さ せ た 条片 は ､ cG 抑量 を測定す る ま で - 85
o
C で 保存 し た o
Cyclic GMPの 定量 は第 Ⅲ 章､ 第 2 節 に 準 じ ､ RIA法に よ り行 っ た ｡
4 . 血 圧及び冠動脈血流量 の 測定
雌雄雑犬 ( 体重7- 18 Kg) をs odiu m p e ntoba rbital(So 血首/kg)の 静脈内投与に
より麻酔し た ｡ 大腿動脈 より逆行性 に カ ニ ュ - レ を挿入 し ､ 大腿動脈血 圧 を圧ト
ラ ン ス ジ ュ ー サ ー (日本光電 ､ MPU-0.5) か ら変圧 力用 ア ン プ (E)本光電 ､ A 卜
620G) を介 して 記錬計 (日本光電､ 耶 - 681G) に 記録し た ｡ 冠動脈血流量測定実
験に おい て は ､ 人工 呼吸器 (㌢ナ ノ 製作所､ SN- 480- 5) に よる 人工 呼吸(15
- 18
cycle/him,20hl/kg)下左 開胸 を行い ､ 左 前下行枝 を剥離 し血 流測定用 プ ロ ー ブ
(日本光電､ FR- 3) を装 着 し た ｡ こ の プ ロ ー ブを電磁血 流量計 (日本光電､ 即 -
27) に 接続 し ､ 記禄計 (日本光電､ 耶 - 681G) に 記稼 し た ｡ 薬物 は大腿動脈ある
い は大腿静脈 に挿入 し た カ ニ ュ - レ か ら投与 し た ｡ 平均血 圧 お よ び冠動 脈血 流量
はそ れ ぞれ0.5､ 1､ 2､ 3､ 5､ 10分後の 変化量あ る い は変化率で 表 し た ｡ ま た ､
実験に よ り冠動脈血 沈量に つ い て 血流増加の ピ ー ク 値と持続時由を示 し た ｡ この
場合チ ャ ー ト上 か ら ピ ー ク値 を読取 り ､ こ の 値 の 1/2以 上血 流が 増 加 して い る時
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間をb81fdur8tio nと し た ｡
5 ｡ デ ー タ解析
第 Ⅲ章､ 第2節に 準t3た ｡
第3節 実験結果
1 . 各種 1､ 4 - ジ ヒ ド ロ ビ 1) ジン 誘導体の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合能
NND､ NFD､ NVD, BND, 河村D- Nl､ 阿ND一 脈 お よびNND- 3の[3H]PN200- 110結合に 対す
るⅠC5 8値 をT8ble 6 に示 し た ｡ こ れ らDRPsの カ ル シ ウ ム チ ャ ン *)レに 対する 親和
性の 強 さの 順 はNND>B ND>NVD>NFD=NND一 削 =NNa- M2>>NND- 3 であ り ､ NND が最 も強
か っ た ｡
2 . 各種 1 ､ 4 - ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン 誘導体 の サ イ ク リ ッ ク GM P量に 対する 作用
NND, 肝D､ NVD､ BND､ NND- 削 , NND- 桝2お よびNND-3の イ ヌ 大腿動脈内cGMP豊 に
対す る作用 をTable 7 に示 し た ｡ 対照薬と して 使用 したNTG(0. I jim)杜4.0倍cGMP
量を増加 させ ､ ～ND(10 〟M)も3. 3倍cGMP量を増加さ せ た｡ 一 方 ､ NFDはcGMP量に
全く影響 しな か っ た ｡ N VD､ BNDは とも に10 jL桝の 膿度で cGMP量 の 増加傾向 (そ れ
ぞれ1. 4倍 ､ 1.5倍) を示 し たも の の有意 な もの で 比 なか っ た ｡ NNDの 脱硝酸 エ ス
テ ル 体で あ るNND一 群1, NND- M2お よびN ND- 3は10iLMの 濃度 で ､
■
それ ぞれ4. 2, 2.8
および2. 0倍cGMP量を増加さ せ たが ､ NND- M3 につ い て は有意な もの で は なか っ た ｡
3 . 各種 1 ､ 4 - ジ ヒ ドロ ビ リ ジ ン 誘導体 の 麻酔イ ヌ の 血圧 低下及び冠動脈
血 流量増加作用の 強 さ と持続性
各種DHP寮導体の 出 血 血 管拡張作用 に つ い て 検討 した ｡ 麻酪イ ヌ にNND､ NFD､
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NV臥お よ ぴBNDを1 JLg/kg静脈内投写 し た と き の 平均血 圧 お よ び冠動脈血 流量 に対
す る影響の 時間経過 をF ig . 18 に示し た｡ 平均血 圧 の 低下作用で み る と ､ NNDと
NFD の最大効果は 娃 ぼ等 し く叩DとBNDの 効果 は そ の 約2/3 であ っ たが ､ NND のみそ
の 作用の 持続 が見ら れ た ｡ 一 方 ､ 冠動脈血流量 の 増加作用は柑NDが最も 強く ､ NFD
の 約l.6倍 ､ NVD およ びB河Dの 約2. 2倍の 強 さ で あ っ た ｡ 冠動脈血 流量 増加作用に つ
い て もNND の作用持続 が憩 めら れ ､ 投与10分後8
.
こNFDの 作用が消失 し た に も か かわ
らずNND で はまだ30%程度 の 増加が認め ら れ た . ま 串､ NYDとBND につ い て も作用の
持続が 見ら れ た ｡ こ のiB h 血管拡張作用 の 差が 顕著 に 認 め ら れ た冠動脈血流
量増加作用 で ､ NND の脱硝酸 エ ス テ ル 体で あ るNND- Ml､ NND- M2お よ びNND- 3の 作用
をNNDお よびNFDと比 較 し た(Fig . 19)｡ 薬物 を静脈内に 投与 し た場合 と動脈内に
投与 し た 場合で 検討 し た が ､ い ずれ の 条件で も血 流量増加作用 の 強さ (最大増加
率) の 噸は M D,RF.D
>NND- Ml=NN D- M2,NND一 朗3 であ っ た ｡ 血 流量増加作用の 持続で見
る と ､ 静脈内投与で はNND>NND一 別 =ⅣND- M2=NFD>NND一 対3で あ っ た が ､ 動脈内投与で
はN阿D>NND- 粁1=NND一 郎2>NFD>NND- M3で あ っ た ｡
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第 逢 節 考 案
第Ⅳ章 で は､ 分子内に2個の 硝酸 エ ス テ ル 基 をも つ NNDが カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネル
ヘ の 高親和性お よびcG拭P量増加作用を合わ せやち ､ こ の両作用 に より 山 の
血圧低下作用や冠動脈血 流量増加作用も強く か つ 持続 的で あ る こ とを明ら か に し
た .
カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の[
3H]PN200- 110結合 に 対す る 各DRP祷導体 の 阻害作用
は検討 し た化合物 の 申 で はNNDが 最も強か っ た ｡ 1脱硝酸 エ ス テ ル 体で あ るNND- Ml,
阿ND- M2のIC5 匂値はNNDの 約1/10 であり ､ 2脱硝酸 エ ス テ ル 体で あ るNND- M3のIC5 匂値
はNNDの 約1/1000 であ る こ とか ら ､ NND の構造 の 硝髄 エ ス テ ル 基 は カ ル シ ウ ム チ ャ
ン ネ ル ヘ の新和性 を高め て い る こ と が示唆さ れ た ｡ ま た ､ デ ー タ は示 して い ない
がイ ヌ 摘出大動脈の64m刑 R＋ に よ る収縮 のNND およ び脱硝酸 エ ス テ ル 体 の 累 積的前
投与 に よ る 抑制作用のIC5 8値は ､ NND では約2 Ⅹ 10
‾ 9 M､ NND- MlおよぴNN D
- MEで
は約1 x lO
‾ 8 M, NND- M3 でほ約2 Ⅹ 10
‾ 7 Mで あり ､ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 親
和性に従‖ぎ匹敵す る 効力差 が認 め らゎ た ｡ こ の こ と から ､ N ND等の カ ル シ ウ ム 括 ･
抗薬 の 血管 拡張作用 の 強さ は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 親和性に より決定 され る
と考え ら れ る ｡
･第Ⅲ章で ､ ウ シ 肺血 管のcGMP量 に対するNND の作用 を検討 した と ころ ､ NND単独
で はcGMP量 を増加さ せ る傾 向を示 し たが有為 な も の で はな か っ た(Fig. 17). こ
れ は血 管が弛緩 し た 状態で あ り､ 細胞内Ca2
＋洩度が低 い た申に ､ Ca
2●/caM依存性
CGMP PDE活性 をより選 択的に 阻害す るNNDの 作用 を検出 しに くい 条件で あ っ た た
めと考 え ら,れる ｡ 組織が完 全
に 弛緩 した状態 で は細胞内の 遊離Ca2
＋膿度は10
- T ”
以下 で あ る が ､ 静止 時の 平 滑筋細胞 内 のCa2
'＋濃 度 を測定す る と10
‾ 5 M と比 較 的高
い 遊離Ca2＋漉度が 得られ る I 1 9､ 1 2 8>｡ これ は ､ 静止 状態で は平滑筋が完全 に 弛緩
して い る 訳で は な く ､ あ る 程度 の 緊張を維持 し て い る ため と考 えら れ る ｡ そ こ で
本章 で は ､ 摘出血 管に1gの 負荷 をか け緊張を維持 させ た 状態で 各DHP誘導 体の
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cGNP量 増加作用 を検討し た o NND(10〟M)は イ ヌ 摘出大腿動脈内の cG閲P量 を3.3倍
あ る い は4. 2倍 に増加さ せ ､ こ れ 娃NT G の4.0倍 に･匹敵す る値 で あ っ た ｡ 硝酸 エ ス
テ ル 基を も た ないDHP誘導体 で あるNFD､ NVDお よ びBNDは い ずれ も10jLM の濃度で
cGMP量 を有意 に は増加さ せ なか っ た ｡ NND の1脱硝酸 エ ス テ ル 体で はN村Dと 同等以
上 の 増加作用が み ら れ た が ､ 2脱硝酸 エ ス テ ル 体で は有意 な 増加で は な か っ た ｡
こ の 結果か ら ､ 血 管組織内 の cGMP量 を有意 に 増加さ せ るDHP誘導体 は分子内 に硝
酸 エ ス テ ル 基 をも つ 化合物 だ け で あ る こ と が 明ら か とな っ た ｡
出 血 の 血 管拡張作用 の 強さ を調 べ る と ､ 血 圧 低下作用 はNNDとNFDが 同程度､
冠動脈血流量増加作用はNND,NFD であり ､ NV DとBND の作用 は い ずれ も こ れ ら より
弱 か っ た｡ NN口の作用 は血圧 ､ 冠動脈血 流量 の い ずれ に お い て も明 らか に 他 のDHP
誘導体 よりも 持続的で あ っ た ｡ NNDと脱硝酸 エ ス テ ル 体 に つ い て 冠動脈血 流量増
加作用 をNFD と比 較す る と ､ NNDは カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 親和性がN FDより約
10倍高く強 きは1.5 - 2倍 で あ る に もか か わら ず持続性 は3 - 4倍 で あ っ た ｡ ま た ､
N ND一 別 と 州D- M2 では ､ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 親和 性がNFDと同等で あ り強さ
は1/2程度で あ る に も か かわ ら ず持続性は同等 か そ れ以 上 の 効果 が 認 め られ た ｡
こ の 結果 は ､ 持続性の 少 な く とも 一 部 に 硝酸 エ ス テ ル を有す る こ と に よ る 血管平
滑筋細胞内cGMP量増加作用が 関与 し て い る可能性 を示唆 し て い る ｡ 冠動脈血流量
増加作用 の 持続性ほN†DとBND でも 認 め られ た ｡ こ の2つ のDH P誘導体 で は ､ 有意で
はな い が1.4 - 1. 5倍 のcGMP量 の 増加が認 め ら れ て い る ｡ Cyclic GMP量の 増加 によ
り弛緩 を引起 こ す と され て い る 種々 の 刺激剤 に よるcGMP量 の 増加 と血管弛緩 の程
度を 同時 に調 べ た場合､ 同程度 の 弛緩の 強 さ の と きに 必 ず しも 同t:だ けcGMP量が
増加 し て い るわ けで は ない 9 6) こ とか ら ､ 血 管平滑筋内のcG 肝量 が ど の 程度増加
す れ ば弛 援を引起 こ す の か そ の 闘▲備 に つ い て は明ら か で は な い o こ の 結果 は ､
cGMPの 量 は変化t/ て い な く て も そ の代謝回転速 度が 上昇 し た り1 2 1)､ cGMPの 異な
る弛緩棟序1 2 2)に 関与す る 別の cG
'
MPプ ー ル が 細胞内に 存在す る ため と説明 されて
い る 9 6 )｡ こ の こ と か ら ､ NVDやBND でみ られ た 冠 動脈血 流増加作用 の 持続性も
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cG肝 に よ り起 こ っ て い る 可能性があ る ｡
以上 の 結 果 か ら ､ 分 子内 に2個 の 硝酸 エ ス テ ル 基をも つ NND だけが 高 い カ ル シ ウ
ム チ ャ ン ネ ル 結合能と､ NTGと 紘 ぼ 同等の cG 肝量増加作用 をも つ こ と が明らか と
な っ た ｡ ま た ､ こ の2つ の 作用 を合わ せ も っ てヤ､るNNDだ 抄がiA 血 で 強く て か
つ 持続性 の 血管拡張作用を発現する こ と が明ら か とな っ た ｡ こ の こ とは ､ NND の
持続性 がPDE阻害 に よ るcG 肝量増加作用･に より起 こ る こ と を示唆 し て い る ｡
第5節 小括
第Ⅳ章 で ほNNDの カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 演和性､ cGMP量増加作用 およ びiB_
坤 血管拡張作用 を硝酸 エ ス テ ル 基をも つDHP誘導体 とも た ない 誘導体で 比 較検
討した ｡ そ の 結果 ､ 検討 したD HP誘導体の 申 で はⅣND の カル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対
する 親和性が 最も強 く ､ ま たcGMP量増加作用が河村Dをは じ めと し硝酸 エ ス テ ル 基
をも つDHP誘導体に の み認め られ た ｡ 分子内 に硝酸 エ ス テ ル 基 をも つ NND の1脱硝
酸 エ ス テ ル 体(NND- 削 ､ 加ND- M2)は ､ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 対す る親和性がNFD
と 同等で あ っ た が ､ NNDと 同等以上 の cGMP増加作用作用が 認 められ ､ 血 血 血管
拡張作用はNFD程度で あ る に も か かわ らず持続的 な 作用が あ る こ とが わか っ た ｡
以上の 結果から ､ NNDの 血 血 血管拡張作用の 持続性がcGMP量増加作用 に基づ
くも の で あり ､ NNDが分子内に 硝酸 エ ス テ ル 基 をも つ こ と に より高い カ ル シ ウ ム
チ ャ ン ネ ル へ の親和性 とcGMP量増加作用を合わ せも ち ､ 強力で 持続的な血 管拡張
作用を有す る優れた カ ル シ ウ ム 括抗薬で ある こ と を示 し て い る ｡
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那章 NNDの納モジ且7)ンへの結合能
第1節 序論
平滑筋収縮 に お け るCa2＋ の 生 化学的作用 は､ .細胞内に 普遍 的に 存在 す る カ ル シ
ウ ム 結合蛋白質で あ るCaMを介 して い る こ とが 示さ .れて 串り､ Ca糾はCa記 ＋ と結合し
活 性化 され ､ 種々 の 酵素活性 を調節し て い る こ と が見出さ れ て い る
1 23､ ほ 4)
｡
ca桝は ミ
･
オ シ ン 軽鎖 キ ナ - ゼ 活性化 に 関与 して おり8 7､ 1 2 5､ 1 2 6>､ 平 滑筋 の 収縮機
構に お ける 重要 な 因子 で あ る ｡ 多 く の研究者 がDHPを含 む カ ル シ ウ ム 措抗薬 の い
く つ か の も の が ､ Ca耶こ結合 しCa封依存性酵素 の 活性化を阻害する､ い わ ゆ るCa班
括抗性 に よ っ て も.rF用 す る 可能性を報告 し て い る
2 4､ 2 5､ 1 2 丁‾ 1 3 1>
｡ こ れ ら の カル
シ ウ ム 括抗薬は主 と し てCa2 ＋流人 を抑制 し血 管弛緩作用 を発 揮 し て い る が ､ さら
にCaM に依存 し た過 程の 阻害 の よう な細胞内機構 を通 じ て も 作用し て い る こ とが
考 えら れ る ｡
第Ⅲ章 お よび第 Ⅲ章で は ､ NNDが ブタ 冠動脈 や.9 シ 肺血管 のPDE活性を 阻害 し ､
こ の 阻害 作用はCa2＋ をEGTA で取り除く と弱くな る がCa2＋存在下で は強 い こ と を述
べ た ｡ こ のNND によ るPDE阻害作用 のCa2
＋依存性 は ､ PDE の サブタ イ プにCaM で活性
化され る も の がある こ とか ら ､ NNDがCaMと結 合しCaM措抗性に よ っ て 起 こ っ て い
る可 能性を示 して い る ｡
第 Ⅴ章で は ､ NNDとCaM の結合 を検討 し ､ さ ら に ､ Ca
2＋/caM依存性酵素 で あ る
pDE活性 に 対す るN阿Dの 阻害効果 に つ い て も 検討 した ｡
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第2 節 実験材料及び実験方 法
1 . 実験材料
NNDは大正製薬㈱有機化学研究室で 合成し た ｡ 好一 7, TFP､ TNS､ ウ シ 巌由来CaM
欠担サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE､ 蛇 毒(Crotalu s 8trOX)､ Dowex lx8(Cl
‾
for A)
は シ グ マ より購入し た ｡ [3H]NND(28 Ci/泳粗01)は 加 e r sba 祖で 合成 した .
[3F]cG粥P(33.3 Ci/岨 01)はNe wEngla nd Nu cle a rより購入tJ た . ウ シ 脳CaMと
sephadex G- 50 s uperfin eはそれ ぞ れ和光純菓､ フ ァ ル マ シ ア よ り購入 し た o
2 . カ ル モ ジ ュ リ ン と の 結合 の 測定
2 - 1 平衡 カ ラ ム 法
[3H]N河DとCa拭の結合 は ､ Ru 約 elとDr eye r1 3 2)に よ り報告 されHidak8ら 8 T>が 用
い て い る ゲ ル 漣過結 合 法で 測 定 し た ｡ Caw(180iLg)をあ らか t; め20nM
Tri告/HCl(p耶 .5), 20nM i臥ida zole , 3 州 Mg(C日3COOH)か 5% DMSOと0. 1 mM
CaCl之あ る い は2 祖拭 EGTÅお よび ト レ ー サ ー 量の[3H]NNDと既知洩度のNNDを含 む緩 .
衝被 で 平衡化 して お い たSephade xG- 50s upe rfine カ ラ ム(1. 0 x 23c m)に か け た ｡
お そ ら くSephadexゲ ル へ のNNDの 吸着 に より ､ 平 衡後 のNNt)洩度 は最初の 約70% で
あ っ た ｡ そ こ で ､ 実際のNND濃度は平衡後 の 溶出液中 の放射漉性か ら計算 し た ｡
分画容量と溶出速度 はそ れ ぞれ1.O 也l, 12血1/hrと し た｡ 各分画より0.2 hl分取
し20%トリ ク ロ ル 酢酸 を等量添加しCaMを沈澱さ せ た後 ､ CaM量 はCaMを標準蛋白質
と してLo w ryら の 方法46>に より測定し た ｡ 各分画の0. 5 ml申 の 放射活性 は､ 10
山l のP CSシ ン テ レ ー タ - (Am e r sha m)を加え 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
(Pa ckard, T RI-CARB 44 30)を用い て 測 定 し た .
2 - 2 蛍光法
蛍光測定 はす で に報告 され て い るTa n akaら の 方法1 3 3)に よ り
■
蛍光光度計(島津 ､
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RF- 540)を用い て 行 っ た ｡ 反応溶液 は､ 50乱粥 Tris/円Cl(pH7.5), 10JLM CaC12､
10JLN Ca臥 15JL糾 TN Sと薬物を含み ､ 全量 を1.0 丑1と し た ｡ 結合 を平 衡に する
た め , 30
'
c 60分間加温 し た ｡ EJLis sio nの 波長 は380か ら550n 出と変化さ せ
exitatio nの 波長は365n 臥と して 蛍光を 記録 し た ｡ NND杖DMSO に溶解 し ､ 実験紘轟
終演度 と して0.5%D MS O存在下で 行 っ た ｡
8 . サ イ ク 7) ッ ク G M Pホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ 活性の 測定
酵素榛品 と して0. 004u nit CaM欠損サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDEを用 い ､ 括
性化 を初速定反応解析実験 の と き2.5 unit CaMと10 〟粥のCa2
＋ で 行 っ た他 は ､ 第
Ⅱ章 ､ 第 2節に 準じ た ｡
4 . デ ー タ解析
飽和結合 デ ー タ はSc atcha rdプ ロ ッ ト に よ り解析 し ､ Ⅹd値とB... -Ⅹ 値は東京大学
小野博士 がPC- 980 1パ ー ソ ナ ル コ ン ビ ム ー タ - 用に 作成 し た
”sP 123” プ ロ グラ ム を
使用 して 求 め た ｡
第8節 実験結果
1 . N ND とカ ル モ ジ ュ 7) ン と の 結合 (平衡 カ ラ ム 法)
1 - 1 [3H]NNDとCaM の結合
NND とCaMの 結合 を平衡結合法 を用い て 検討 した o カ ラ ム は0.5 iLM[
3即N河Dを含
む緩衝液で 平衡化 し た ｡ Fig . 20 に[3H]NNDとCaM結合 の 典型的 ク ロ マ ト グラ ム を
示し た ｡ Ca2'(o. 1 nM)を含む壊衝液で 平衡化 し た カ ラ ム にCaMを か け た場合 に 臥
[3H]NND の放射活性 の ピ ー ク とCよM の ピ ー ク は 一 致し た ｡ 一 方 ､ Ca
2＋ をEGT Å(2 nM)
に 代え た 緩衝液で 平衡化 し た カ ラ ム にCaMを か け た 場合､ [
3日]NN DとCaMは結合で
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き な か っ た ｡ EGTÅがNND- Ca桝複合体 の 形成 を妨害す る こ と から ､ こ の 結合 ほCa21･
依存 性 で あ る こ とが 明ら か と な っ た ｡
1 - 2 CaMへ の[3R]NND結合 に 対す るNNDとTFP の影昔
CaMへ の[3E]N阿D結合はⅣND に より 洩度依存的 に 阻害 され た ｡ N河D のIC閑 値 ほ2.4
JL拭で あ っ た(Fig. 21)｡ 一 方 ､ C8M桔抗剤 のTF_P(10 〟M)はCa粥へ の[
3H]NND結合を
著 し く促進 した ｡
1 - 3 N DとCaMの 結合 のSc atcha rd解析
Sepade xG- 50 カ ラム を ､ 種 々洩度のNNDと ト レ ー サ ー 量 の[3H]NNDを含む緩衝被
で 平衡化し て おい た ｡ NND披 こ こ で用 い た条件下 に お い て ､ CaMと の 結合が 完全に
飽和 に達 す る濃度で は不 溶性 で あり､ 4 〟N以下の 洩度 し か検討で き な か っ た
(Fig. 22)｡ Scatchard解析 か ら､ N村DはCa肘に 対し1つ の 高親和性結合部位を有し､
Ⅹd値とBn AX値 はそれ ぞ れ2. 1 iLMとCaM l分 子あ た り河村D l分子 で あ る こ と が 示さ
れ た ｡ こ の Kd億は[3u]NND のCaMへ の 結合に 対 す るNNDのIC5 8慮 と ほ と ん ど同じ で
あ っ た . 1 - 2 にも示 し た よ うに ､ CaM括抗剤 のTFP(10 pM)はCaM へ の[3H]NND結
合 を促進 し ､ こ の と き親和性 の 上 昇(2.1か ら1. 1 J川)と最大結合量 の 増加 ･(1.0
から1. 5 n n ol/n h OI Can)が認め られ た ｡
2 . N N D とカ ル モ ジ ュ 7) ン と の 結合 (蛍光法)
TNSがCaMの 疎水性部位 に結合す る こ と に よ り起 こ る蛍光強度の 増強に 対す る
NNDとCaM括抗剤W-7､ TFP の影響 をFig. 23に 示 し た ｡ Ca2＋存在下でTNS(15〟M)と
caM(10 上川)が結合す る こ と に よ り ､ す で に 報告 され て い る よう に 1 3 3)強 い 蛍光
が観察き れ た ｡ NND(10 〟M)は こめ･蛍光 を わず か に 抑制し た が ､ 最大の 蛍光を発
生 さ せ る波長 に は影響 し な か っ た ｡ 一 方 ､ 甘-7(50 〟b)とTFP(10iLM)は こ の 蛍光
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follo w ed by the addition of NND(10 〟M),･甲 -7.(50FLM) and TFP(10 jLM).
Rec o rding wa s do ne at the 甘aVele ngth fr o m380n mto 550n m. Ex citation
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をそ れ ぞれ著 しく抑制あ る い は 増強し ､ TNSの 蛍光強度 が最 大と な る e 艶is sion淡
島 を低波長側 に移動 さ せ た ｡ こ の こ と は ､ NNDがCaN上 の ､ C82
＋結合 に よ り買出し
た疎水性 の官-7結合部位 に は結合 で きず､ 他の 部位に 結合 して い る こ と を示して
い る ｡
3 . N N D とカ ル モ ジ ュ 7) ン の サ イ ク リ ッ ク GM Pホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ
活性に 対す る 作用
8 - 1 Ca
2＋/ca粥依存性cGM PPDE活性のNND によ る阻害 に 対す るCaMの 影響
第Ⅱ 章お よび第 Ⅲ章で 述 べ た よう に ､ N河Dは艶酵素標品 に お い てCa
2＋/caM依存
性PDE活性 をより強く阻害し た ｡ NNDがCa粥桔抗剤 と同様 に ､ Ca粥に 結合し こ れを
不活性化す る こ と に よ りCa2＋/ca封依存性PDE活性 を阻害 し て い る の か どう か を明
ら か に す る.た めに ､ CaM欠損PDE活性 のNND に よ る阻害 に 対 す るCa材の 影響 を検討し
た ｡ Ca桝はCa拭欠損P DE活性 を濃度依存的に 促進 し(Fig. 24)､ 完全 な 活性化 は5
u nits Can/as say以上 の 膿度か ら観葉され た . NND(3 〟M)は 基礎活性 を約70% 阻害
し ､ こ の 阻害程度は200u nits/a ss ayの 漉度 (最大活性化 に 必 要な 洩度の40倍)
にCaMを増加さ せ て も減少 し なか っ た ｡
3 - 2 pDE活性のNND による 阻害 の 初速度解析
caM に よるPDE の活性化 はVp鳥 Ⅹ値 の 上昇(95.2 から250n m ole s/u nit/机in)に より
起 こ り､ E. .値は変化 し な か っ た(4. 2 から5.0 pM)(Fig. 25). Fig. 25 に示し た3
FL村 NND による基礎 およ ぴCa2
＋
/caM活性化PD E活性の 阻害 の 両逆数 プ ロ ッ トから ､
基礎 お よ びCa2 ＋/caM活性化PDE活 性のN阿D によ る 阻害 は基 質cGMP に対 して 競合 的で
あ っ た ｡ 基礎お よびCa2＋/caM活性化PDE活 性に 対す るNND のRl値 は, そ れ ぞ れ0･9
と1.0 FLN であ っ た ｡
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第4節 考案
第Ⅴ章で は 榊DとCa財の 結合 に つ い て 検討し た｡ Ca臥に はCa2＋ が結合し構造変化
が起 こ る こ と に よ り露出 きれ る疎水性 の結合部位 が3- 4個 あり 柑 8. 1 3 8､ J 3 3､ 1 3 4>､
ca粥上 のCa2
＋依存性結合部位は好一7､ TFP, T河Sに つ い て そ れ ぞれl分子あた り38 9> ､
213 5> ､21 3 6 )と報告 され て い る ｡ Ca村上 の ､ Ca糾桔抗剤を含む薬物の 結合部位 に つ
い て は ､ 強力 なCaM措抗剤で あ る カ ル ミ ダゾ リ ウ ム ､ TFP､ W- 7がCa2'依存性 にCaM
と結合す る が ､ カ ル シ ウ ム 桔抗作用を有す るFDPや プ レ ニ ラ ミ ン はCaM括抗剤 と は
異な る 部位に 結合す る こ とが報告され て い る8 7､ 1 3 7
‾ 1 4 匂>
｡ 本章に おい て ､ NNDは
Ca2＋存在下 で のCa桝とTNS の複合体形成に よる蛍光発生 をわ ずか に 抑制 し たに す ぎ
な か っ た ｡ しか し ､ 平衡結合実験に おい て はNND がCa2＋依存性‡こCa村と結合 し得 る
こ と が 示され た ｡ NNDとCa肘結合のScatcha rd解析か らBn -x値が1 で‡d値は2.1 iLM
で あ る こ とが示 され た . NNDとCaMの 結合のEd値 はPDE活性阻害のIC5 8値やNⅣD の
NND- CaM結合 に対す るIC別 儀 と 托 ぼ 一 致 して い た o Bo sto r o 軌ら 2 4)ほCaM にFD P の結
合部位が 卜2個あり､ Ed値は1- 10iLMで あ る と報告し て い る . Mo v sesia nら 2 5)は I
NTD の濫d値が52iL桝で ある と報告し て い る ｡ 以上 の デ ー タ から ､ NNDはFDPや m
l
Dセ
報告さ れ て い る よ うに 2 5)､ ミ オ㌢ン 軽鎖キ ナ - ゼ に よる ミ オ シ ン 軽鎖 の リ ン 酸
化の よう なCaM依存性酵素 の 阻害を起 こ す の に 充分なCaMへ の 耕和性を有 して い る
と考 え られ る ｡
本章 の結果か ら ､ T ”S-Can- Ca2＋複合体形成 に よ る 蛍光強度 の 上 昇がTFP で は増
強され打- 7 では抑制さ れ る こ と ､ ま たTFPはCa村へ の【3u]NND結合をNNDの 額和佐と
最大結合量 を増加さ せ る こ と に より促進 させ る こ と が示され た ｡ 以上の 結果 娃 ､
W-7とTNSはCa村上 の 同t;部位 に 結合す る が ､ TFPの 結合部位 ほW17とは異 な る こ と
を示 して い る ｡ CaM に結合 し たTNS の蛍光強度 を増･強させ るTFPの 効果 ほ ､ CaMへ の
TFP結合に より引き起 こ さ れ るCa同へ のTNS結合 の ア ロ ス テ 7) ッ ク な上昇1 4 1>､ あ
る い はTNS自身の 蛍光特性の 変化I4 2> に よ るも の と考 え られ る ｡ さ らに ､ TFP によ
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る[･3H]NNDのCa拘へ の 給金 の 上昇は ､ C8粥 へ の 結合 に 対 しTFP とNND が同様 のCa 如 依
存性を示す に も かか わ らず こ れ ら の 結合部位が 異な る こ と か ら ､ CaM上 の 結合部
位間で ア ロ ス テ リ ッ ク な 作用 をし て い る こ と を示唆して い る ｡
N阿DとCa阿結合の 横能 的重要性をCa2＋/c8封活性化PDE に対す る 榊Dの 効果 を検討す
る こ とに よ り評価 し た ｡ NNDは基礎お よ びCa2＋/ca粥活性化PDE活性を共 に 阻害し ､
阻害強度娃CaMの 有無 に か か わ らず同程度で あ っ た . こ の こ と はCaMの 結合部位に
対 しNNDとPDEが競合 して い る の で はな く ､ NND によ るCa2
＋/ca粥活性化PDE活性の 阻
害はCa拭 へ の 結合と不活性化 に より起 こ る の で は ない こ と を示唆して い る . 両逆
数 プ ロ ッ トか ら ､ NNDは基礎お よ びCa2
＋
/ca村活性化PDE活性 とも に 基質 で あ るcG 町
に競合 的に 阻害し て い る こ と が 示 され た ｡ 以上 の 結果は ､ NND はCa
2＋/caM依存性
PDEに 直接結合 して 阻害 して い る こ とを示 して い る ｡
結論 と して ､ 本章 の 結果か らNND はCa2 ＋ に 依存 し てCaM に結合 し得 る が ､ PDEの
阻害に はCa阿 へ の 結合 は 関与せ ず､ NND によ るPDEの 阻害はCa2
＋/ca封依存性PDEの 基
質に 対す る 桔抗的阻害 に よ る こ と が明らか とな っ た ｡
第 5節 小括
第 Ⅴ章 で は カ ル シ ウ ム 括抗薬NNDとCa対の 結合お よびCa2
＋
/caM依存性酵素 であ
る cGMP PDEに対する影響 を検討 し た o 平衡 カ ラ ム を用い た 結合実験 に お い て ､
NND はCa2＋ に 依存し てCaM に結合す る こ とが 示さ れ た ｡ NNDは[3日]円ND とCaMの 結合
を阻害t, そのIC5 8値 は2.4 FLMで あ っ た が ､ TFPは逆 に こ の 結合を促進し た . NND
とCaM結合 のSc atcha rd解析か ら ､ Ⅹd値は2. 1 〟M であり最大CaMl分子あた り1分子
のNND が結合す る こ と が示 され た｡ TFP存在下で は､ NNDとCaM の結合 のⅩd値 とBm & Ⅹ
値 はそ れ ぞれ1. 5 pMお よ びCa削 分子 あた りN阿Dl.5分子結合 に変化 し た . CaM措抗
創 の甘- 7､ TFP はCaMと結合 し , T”S- CaM結合 に よ る蛍光 を抑 制(腎- 7)あ る い は促進
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(TFP)し た が ､ 村村D 披こ の 蛍光 をわず か に 抑制した に す ぎなか っ た ｡ N柑Dは
ca記
＋
/ca粥依存 性cGEP PDE活 性 をCa糾存在 の 有無 に か かあらず同程度阻 害 し た ｡ し
か しCa糾ほ ､ CaM で活 性化し たPDE活性のNNDに よ る阻害に 対 して 括抗的に は作用で
き なか っ た ｡ さらに ､ 初速度解析実験 からNND の阻害様式 はCaMの 有無 に か か わ ら
ず､ 基質cG 肝 に対して 措抗的で あり､ E且値も 経 と ん ど同じ 値で あ っ た ｡ 以上 の 結
果か ら ､ NNDはC8
2＋依存的にCa耶こ結合する がそ の 結合部位 はCa粥括抗剤 の 結合部
位とは異 な り ､ N”T) のPDE阻害作用 に はC8弼桔抗作用 は 関与 しな い こ とが 示唆され
た ｡
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第闇章 NNDのウシ肺動鮒よび肺静脈への取り込み
第1節 序論
第 Ⅰ章で 述 べ た よ う に ､ カ ル シ ウ ム 桔抗事 の 主 作用 ほ平滑筋 ､ 心 筋､ 神経など
の 興奮膜 に お けるCa2 ＋流入 を阻害 して 起 こ る と考えられ て い る . DHPを含む カル
シ ウ ム 桔抗薬 が ､ カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 阻害作用 の 他 に 細胞内機構と して 次のよ
う な 作用を有す る こ とが 知ら れ て い る ; ①サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE括性の
阻害2 3､ I 記 7､ 1 4 3) ､ ②caMと結合す る こ と に よる ミ オ シ ン 軽鎖キ ナ - ゼ な どのCaM
活性化酵素の 阻害2 4･ 2 5､ 1 2 T, 1 4 4), ⑧細胞膜 に存在 するCa2＋排出 ポ ン プ
(Ca2＋ ＋Mg2＋ - ATPas e)の 促進 1
4 5､ 1 4 6>
､ ⑧筋小胞体に 存在 す るCa2 ＋＋Mg2＋ - ATPas e活
性の 促進 川 7､ 川 8)､ ㊨細胞内貯蔵部位 か ら のCa2＋遭離 の 阻害1 4 9 J 5 0). こ れらの
作用 は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル の 阻害よりも 高濃度 を必 要と す る が ､ こ れ ら カル シ
ウ ム 括抗薬 はJ亡♪筋や平 滑筋細胞 の 原形質膜を 通過 し細胞内に 蓄積さ れ る I l か 1 14 )
と い う報告も あ り ､ カ ル シ ウ ム 措抗薬 の 薬理効果 が こ れ ら の 作用機構 に よ っ ても
発揮 され て い る こ とが考 え られ る ｡
第Ⅱ牽 か ら第Ⅳ 章で 述 べ た よ う に ､ NNDは血管 のCa2＋/caM依存性サ イ ク 7) ッ ク
ヌ ク レ オ チ ドPDE活性を 阻害 し ､ 血管組織内 の cGMP量 を増加 さ せ ､ こ の 作用 がiB_
血 の 血 管拡張作用 の 持続性 に 関与す る こ と が示唆さ れ て おり ､ N NDは細胞内作
用 に よ っ て も薬理 効果 を発揮 し て い る 可能性が あ る ｡
第Ⅵ章 で は榊Dの 細胞 内作用 を明確 に す る た め ､ す で に 血 管組織内 へ の 取り込
み が報 告され て い る[3月]NTDを対照薬 と し て ､ 河村D の血管組織内 へ の 蓄積 に つ い て
検討し た ｡
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第2節 実験材料及び実験方法
1 ｡ 実験材料
屠殺場 より人手し た ウ シ 肺 は ､ 水冷し た リ ン ゲ ル 溶瀬(払拭: 馳Cl､ 145; RCl､
4; 馳Clか 1; CaClか 2; Tris/日Cl(pH7.5)､ 20;glu c o s e, 10)に 入れ ､ 研究室ま
で 運 ん だ ｡
NNDとNTDは大正製薬㈱有機化学研究室で 合成 し た ｡ [3日コNND(28Ci/mm ol)は
Am e r sha mで 合成され た . [3H]NTD(87Ci/m m ol)はNe wEngla nd Nu cle arよ り購入 し
た ｡ コ ー ン 油 は味の 素㈱よ り購入 し た ｡
2 . 血 管組織 へ の 取り込 み の 測定
ウ シ 肺実質細胞よ り分離 し た肺血管 は､ 9 5% 0記 - 5% CO之で 飽和 した 氷冷 T) ン ゲ
ル 溶液 に入れ た . 血 管 は結合組織 を取り 除い た 後 ､ 小片(40- 60班g湿重量)に 切 っ
た ｡ 血 管 へ の薬物の 取り込み は､ Pa n gとSp e r elakis ‖ 2〉の 方法 に準じ て 測定 し た ｡
反応 は1 x lO
‾ 9か ら1 x lO
‾ 6 MのNNDあ る い はNT D とト レ ー サ ー 量の ラ ベ ル 化薬物
(0. 1 〟Ci/ml)を含 む2. 0 ml のリ ン ゲ ル 溶液で ､ 遮光条件下37
o
Cあ る い は表中 に
示 し た温 度で 実施した ｡ 決め られ た時間の 後に ､ 血 管を反応溶液 よ り取 り出 し 櫨
紙で 拭い た ｡ 細胞間隙に 取り込 まれた薬物 を除去する ため1 5 1)に ､ 血管を水冷し
たリ ン ゲ ル 溶液に10分間浸 けた ｡ 血管を取り出 し再度漉紙で 拭い て重量を測定 し
た後 , 1.0 ml のNCS組織可溶化剤(Aner sha m)で 一 晩50
●
C で加温 す る こ とに よ り溶
解させ た ｡ 50〟lの 酢酸 を添加 した後､ 溶解 し た 血管 の 放射活性 を10ml の
Aqua so卜2ととも に液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Tri Carb Model 4430,
P8 Cka rd)で 測定し た ｡
組織/ 溶液比(T/”)独 ､ 定常状態 で 血管組織 に 取り込 まれ た薬物の 濃度 を最初
の 溶液中 の 薬物濃度で 割り(pmol/100mg 組嘩湿 重量/pmol/100 〟1)求め た ｡
[Dru g]i/[Drug]o ( 細胞内薬物洩度/細胞外薬物漉度) は ①全湿重量 の80%が 水で ､
- 82-
②細胞間際あ る い は細胞外 の 部分が率滑筋の30%で ある と仮定 し､ T/Mよ り計算し
た l ほ>｡
3 . 分配係数の 測定
薬物 の 分配係数 は､ Pa ngとSpe r elakisli3> の 方法 に準t; 2つ の 系､ コ ー ン 油/
リ ン ゲ ル 清瀬お よび オ ク タ ノ ー ル / リ ン ゲ ル 溶液系 を用 い て 測 定 し た ｡ I.0 払lの
1) ン ゲ ル 溶液を ､ 1.0 mlの コ ー ン 油 あ る い は オ ク タ ノ ー ル と激し く接辞 し た o
コ ー ン 油 と オ ク タ ノ ー ル は1 x lO
‾ 8 か ら1 x lO
‾ 6 Mの 薬物 と ト レ - サ ー 量 の ラ ベ
ル 化薬物(0.1 JLCi/hl)を含ん で い る ｡ 授拝後､ サ ン プ ル を3000rpmで5分 間達心
し た ｡ 上層 の0.5
1
帆lを シ ン チ レ - シ ぎ ン バ イ ア ル に 移し ､ 残りの 上層 は捨 て た ｡
つ い で 下層 の0.5 nlを シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 移し た ｡ 放射活性 は上記 の よ
う に 測定 し た｡ 以上はす べ て 室温 で 減光下 に 行 っ た ｡ 分配係数は上 層 ( 有機溶頼)
と 下層 (リ ン ゲ ル 溶液) の 放射活性 の 此 で 表 し た ｡
4 . デ ー タ 解析
Fig. 26 に示 した薬物取 り込 み の デ ー タ は ､･VAX- 8600/V MSシ ス テ ム で 双曲線関
係 を基礎 とし たRS/1プ ロ グ ラ ム(BBN Research Syste m s)の 非線形Ma rquardt-
Le v e nbe rgカ ー ブフ ィ ッ テ ィ ン グ法 に より曲線 を求 め た ｡
第3 節 実験結果
1 . 時間依存性
ウ シ 肺動脈 と肺静脈 へ のNNDおよびNTDの 取 り込 み の 時間依存性 をFig . 26 に示
し た ｡ NNDとNTt)の 取 り込 み は最初 の2 から5分 は加温 時間に 依存し て 直線的に 増加
し､ 動脈 で も静脈で も ､ そ れ ぞ れ加温開始後10分 お よ び60分で 飽 和 に 達 し た ｡
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1 Ⅹ 10
‾ ? 粥の 濃 度に お い て ､ NNDの 最 大取込 み 豊 はNTDと比較 して 数倍高 か っ た ｡
動脈 と静脈 に お い てNNDの 最大取り 込 み に 必要 な時間の 半分(T l/2)は ､ そ れ ぞれ
20分お よ び23分で あ っ た o 封TDのTl/2は動脈で も 静脈 で も9分で あ っ た｡
2 . 濃度依存性
T8ble 8 に示 し た よう に ､ こ れ ら薬物 の 取り 込み の 初速度と最 大量 ほ外 液 に添
加 し た薬物 の濃度 に 依存 し て 直線的に 増加 し､ 実験 に 使用 した1 x lO
‾ 9から1 x
lO
‾ 6 Nの 濃度範囲 で は 飽和 に 達 し なか っ た ｡ 平滑筋申 の 水分量と細胞間隙ある い
は紳胞外 の 部分を考慮 し各外液洩度 に お け る 最大取り込 み 豊か ら計算す る と､
榊Dの 細胞内濃度は肺動脈 お よ び 肺静脈で そ れ ぞれ9. 02か ら13. 11倍( 平均値:ll. 1)
お よ び5.23カゝ ら8.0 2倍(6.8)､ 細胞外溶液中 の 渡度 よ り高 か っ た(Table 8)｡ 同様
に計算す る とNTD の細胞内濃度 は､ それ ぞ れ6.52 から11. 18倍(8. 6)お よび5.80か
ら6.46倍(6. 1) 外液よ り高 か っ た ｡ こ れ ら の 結果 は ､ 静脈 と比較 し て 動脈 の 方が
N河D の透過性 が高い こ と を示 して い る(Table 8､ Fig. 26)｡
8 . 温 度依存性
NNDと 附Dの 取り込 み に 対す る温 度 と ､ 2,4 - ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (DNP､ 酸化的
リ ン 酸化の 脱共役剤) の 影響をTab le 9 に示 し た . NNDとNTDの 最 大取り 込み は､
加温温度 を37 ℃ から27
o
C に低下さ せ て も ､ 5 0FLMのDNPを漆加し て も 影響を受け
なか っ た ｡ し か し ､ 加温 湿度を37
o
Cか ら17 ℃あ る い は7 ℃ に低下 さ せ る とNNDと
NTD の取 り込 み ほ著 し く低下 し た ｡
4 . 分配係数
コ ー ン 油/ 1) ン ゲ ル 溶液お よ び オ ク タ ノ ー ル / 1) ン ゲ ル 溶液系で 測 定 し たNND
の 分配係数 は､ 使用 し た 洩度
ノ
(1 x 10
- 8か ら1 x 10
- 6 糾)に か か わ らずNTD より高
か っ た(Table 10).
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Tab ユe 9 Ef fe ct of in c uba t io n te mpe r atu r e aLnd 21 4 - d i-
ni tr op串e n o1 (D N P) Qn the u ptake of N N Da nd N T D
Ma xim al u ptake(pm o1/1 0 0mg tis s u e)a)
Te mp .
(
o
c) Arte ry Ve土n
N N D
(1xlO
- 7
”)
＋5 0 リM D N P
N T D
(1xlO
- 7
M)
＋ 5 0 リH D N P
7
1 7
2 7
3 7
37
7
1 7
2 7
3 7
3 7
2 6. 7 9±3 . 7 6
28 . 5 5±3 . 5 3
4 3. 0 6±7 . 3 9
5 3. 5 4±7 . 0 5
5 5. 82士4. 6 0
2 6. 0 8±2 . 9 3
2 8. 6 2±2 . 41
4 2. 2 4:と3 . 8 7
4 4
. 9 3±4 . 7 0
5 5. 0 7±フ . 84
1 9. 2 6±2 . 51
21. 3 6±2 . フ1
2 5. 4 0±2 . 8 5
3 4_ 3 9±6 . 0 5
5 9. 6 3±1 0. 0
1 7. 0 3±1 . 9 5
1 8. 4 3±1 . フ2
3l _ 1 4＋
～
3 . 7 4
3 3. 9 7±2 . 84
3 7. 7 9±3 . 2 フ
a) Valu e s a r e e xpr e s s ed a s t he m e a n±S'. E . ･M . of l l t is s u e s
fr o m 3 s epa r ate e xpe rim e nts , e x c ept in t he e xpe rim e nt
with 5 0uM DN P, in wh ich v alu占s of 4 tis s u e sfr o m1
e x pe rim e nt a r e ind ic ated .
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Tab le 10 Pa rt
'
itio n c o ef f icie nts of N N Da nd N T D
pa rtitio n c o ef f icien tsa)
co n e. (M) Cor n oi l/Ringe r Octa n ol/Ringe r
N N D 1 Ⅹ1 0
- 8
1Ⅹ1 0
- 7
1Ⅹ1 0
- 6
NT D I l
l;
l
,
0
.
:;
lx1 0
- 6
3 . 80±0 . 0 9
4 . 2 5±0 . 1 9
3 _ 5 8±0 . 06
2 . 59±0 . 0 5
●
3 . 0 4±0 . 09
3 . 49±0 . 1 8
9 . 91 ±0. 1 6
10 . 29±0 . 15
13 . 01 ±0. 2 2
8 . 5 9±0 . 1 3
8 . 02±0 . 0 9
8_ 27±0 _ 20
a) va lu e s a r e e xpr es sed a s
■ the m e an ±S _ E ･ M ･ fro m 6
e x pe rim e nts ･
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第 逢節 考察
第Ⅵ 章で は ､ 肺動脈 と肺静脈平滑筋細胞 に お い てNNDが 蓄積 され外液洩度より
約10倍高くなる こ とが 明ら か と な っ た ｡ 紳胞 間際ある い ぼ細胞外 の 部分さこ取り込
ま れ た薬物 を洗い 出 し た後 に 測定 して い る た め ､ こ の 洩 度の 差は血管平滑筋細胞
内に 取り込 まれ 分布 し た村田D によ る と考 え ら れ る . 第 Ⅰ章で ラ ッ トeih筋膜分画に
削ナる[3日]N河Dと[3HコNTDのB粥 & X は 放 とん ど同t;で あ る が ､ 結合反応 はNNDと比較
し てNTDの ほ うが 遅 い こ と を逮べ た ｡ 一 方NND のT l/2はNTDと較 べ て 約2倍 で ､ 取り
込 み 畳もNNDの 方がNT Dよりも多 か っ た ｡ 以上 の 結果か らNNDとNTD の取り込み は､
原形質膜 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 結合 と は 明らか に 異 な り､ こ れ ら の 薬物が
平滑筋の 申に 蓄積 して い る こ と が示唆さ れ る ｡
NNDの 取り
.
込み は ､ ①1 x 10
- 9か ら1 x 10
- 6 M の渡度 に お い て肘NDの取 り込み の
初速度お よび最大量 が 直線的に 増加 し飽和 し な い こ と ､ ②加温温 度 を37 ℃から27
℃ に低下 させ て も 取 り込 み が低下しな い こ と ､ ⑨D 肝(50ILK)を添加 し て も影響
を受 けな い こ と か ら ､ カ ル シ ウ ム 括抗薬 の 平滑筋 へ の 取り込 み が 能動輸送 に より
起 こ る と は考 え られ な い ｡ し か し ､ 加温 湿度 を37
o
C から17
o
Cあ る い は7 ℃ に低下
さ せ る と最大取り込 み は著 し く低下し た ｡ こ の 低下 は お そ ら く20 ℃附近 で 動脈､
静脈の 平滑筋細胞の 原形質膜 に おい て 相転移あ る い は流動性の 低下 が起 こ る ため
で ある と説明で き る か も しれ な い ｡ こ れ ら薬 物 の 血管組織 へ の 取り込 み は能動輸
送に より起 こ っ て い る の で 比 な い が ､ 単純 な 濃度勾配 に よる受動拡散 で は内側で
洩度 が高い こ と を説 明で き な い ｡ こ の 現象 を説 明で き る 一 つ の 可能性 は ､ NTDが
単離 し た平滑筋小胞体] I 3･ 1 5 2>や ､ ミ ト コ ン ド リ ア I 5 3)に 結合す る と報告され て
い る の で ､ NNDとNT Dは細胞内頼粒 に 結合 し蓄積す る こ と に より 濃度勾配 に基づ く
単純 な 受動拡散に より取り込 ま れ る こ と が 考 え られ る o NNDとNTDは とも に 高 い疎
水性 を有 し て お り ､ 本章で は高 い 脂質可溶性 と､ 油脂に よ り分配係数が変化する
こ と を示 し た ｡ NNDとNTD が細胞膜 を通過 し血 管平滑筋細胞内に 蓄墳さ れ る 性質は､
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おそ ら く こ れ ら薬物の 脂質ニ 墓相構成脂質 へ の 可 溶性に 依存 して い る と考 え ら れ
る ｡ NNDとNTDの 取 り込 み は静脈 よりも 動脈 の 方 が高か っ た が ､ こ れ は膜の 流動性
と透過性が極性の 高い 脂質の 構成比 の 差に より決 まるI 糾>こ と から ､ 動脈と静脈
で の 構成脂質成分の 違 い よ るも の と考 えら れ る ｡
第Ⅱ葺か ら第Ⅳ 章で 述 べ た よう に ､ 阿ⅣDは約10
‾ 6 討のTC写¢値でCa2＋/ca紺依存性
サ イ ク 1) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活 性を阻害 し､ 血 管組織内のcG 肝量 を増加 させ る ｡
サイ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドは血管平滑筋を弛緩 さ せ る1 9, 6 7
' ‾ 7 臥 9 卜 1 8 l､ 1 55 ‾ 1 5 T>
し ､ そ の 分解 を阻害す る サ イ
.
9 7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE阻害剤 は臨床的に 高血圧
治療薬 と し て 使用 され て い る7 記)｡ 臨床的に 得られ る カ ル シ ウ ム 措抗薬の 血 祭中
濃度娃10
‾ 7 村で ある 1 1 7, 1 1 8)｡ 予試験 に おい て ､ イ ヌ にNNDを0. 2 血g/kg単 回経口
投与 し た 後の ピ ー ク血 祭申洩度 は10
‾ 8か ら10
-
7 耶こ達し た o 一 方 ､ カ ル シ ウ ム 括
抗薬 のFDP は血 管平滑筋 に200 から500倍I 1 5)ある い は 心筋 に480倍蓄壊さ れる I 1 6〉｡
リ ン ゲ ル 溶液中で の平滑筋粂片 の 単純 な加温 で は ､ 動脈 と静脈で 川TDコi/[NTDコo
はそ れ ぞれ8.6と6.1 であり ､ こ 申ほPa n gとSper elakisJ 5 J> の 得た値 と旺 ば同じ で
あ っ た ｡ しか し ､ モ ル モ ッ ト平滑筋細胞を電気刺激 した 場合､ ⅣTロは抑胞内 に120
倍蓄積 され る と報告され て い る 1 1d8)｡ 以上の デ ー タ は､ 出 血 の 生理条件下で
はNND が細胞膜 を通 過 し蓄積 され血管平滑筋内の 漉度が10
‾ 6 か ら10
‾ 5 M に達す る
可能性 が ある こ と を示 して い る ｡
サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDEは細胞質だ けで な く膜画分に も存在し､ 膜画分
のPDE活性も 代表的PDE阻害剤 で あ る パ パ ベ リ ン や 1 - メ チ ル ー 3 - イ ソ プチ ル キ
サ ン チ ン に よ り阻害され る こ と が報告 されて い る15 8)｡ ま た ､ 膜画分に 存在す る
pbEもC岬 こ よ り活性化 きれ るI 5 9､ 1 6 8>｡ pDEの ア イ ソ ザイ ム に つ い て 結す で に第
Ⅱ章で も 述 べ た が ､ こ れ は細胞破砕液の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ
.
り分離さ
れ た も の で あるT l､ 7 2). こ の 破砕頼中 に は ､ 実験条件に より細胞質内 のPD Eだ け
で な く膜画分 に存在す るPDEも抽出さ れて く る こ と が 知られ て おり7
'2)
､ 分離 さ れ
た ア イ ソ ザイ ム に 膜画分 由来 のPDE が含ま れて い る可能性 は否定で き な い ｡ ま た ､
- 90-
cA 紺依存 性蛋白質キ テ ー ゼ が 細胞内 の 異な る部位 に局在 し ､ そ れ ぞれ に 異な る
プ ー ル の cA 肝が関与 す る と い う 報告I 6 卜･き6 3>が あり ､ cG 肝 につ い て も 細胞内 に
別々 の プ ー ル が存在 し て い る と 考え ら れ て い る9 6, l 朗)｡ こ れ ら の 報告か ら考え
る と ､ 細胞内 に お い て はNNDが細胞質内だ けで なく膜画分 に 存在するPDE の活性も
阻害す る 可能性が あ る ｡ また ､ 本実験 よ りNNDが 細胞内額粒 に よく取り 込まれ て
い る こ とが考 えられ る こ とか ら ､ NND の
.
細胞内作用と し て 平滑筋小胞捲か ら の
Ca2＋遊離 を抑制す る こ と に より血管平滑筋を弛轡さ せ て い る 可能性も あ る ｡ 今後､
C82＋ - indu ced Ca2＋ r ele a s eやin o sito1 1､4,5- trispho sphate - indq c ed Ca2
1＋
rele8Seに 対す るNNDの 作用の 検討 が 望まれ る ｡
以上の 結果か ら ､ N NDは平滑筋紳胞内に 容易 に 取 り込 まれ蓄墳す る こ と が明ら
か と なり ､ 河ND のCa2
＋
/caN依存性PDE活性阻害 に よ る血 管平滑筋細胞内cGMP量増加
作用 が血 管拡張作用 に 関与し て い る 可能性 が 示唆され た ｡
第 5節 小括
第Ⅵ 章で は､ NNDのBPAとBPVへ の 取 り込 み を検討 し､ そ の 特徴 をNT D と比 較し た｡
[3H]NNDと[3H]NTD の取り込 み は ､ 血管 の加 温 開始後100分で 定常状態に な っ た ｡
BPAとBPV で平滑筋細胞内のNND漉度 は反応溶液 中の 洩度 よ りそれ ぞ れ1l. 1倍､ 6.8
倍高く ､ NTD では それ ぞ れ8.6倍 ､ 6.･1倍高か っ た ｡ 取り込 み の 程度 は ､ 加温温 度
を低く し て もDNPを加 えて も影響を受 け なか っ た ｡ コ ー ン 油/ リ ン ゲ ル 溶液ある
い は オ ク タ ノ ー ル / リン ゲ ル 溶液系を用い て阿ND の分配係数 を測定 する と､ その
洩度に 関係無くNTDよりNND の方 が 高か っ た ｡ 以上 の 結果 は ､ 村ND は高 い 脂質溶解
性に よりNTDと同様平滑筋細胞膜を通 過 し ､ 紳胞内 に蓄積 され る こ と を示し て い
る ｡
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総括
狭心症､ 高血圧､ 脳血管障害な どに 対する 臨床治療薬と して 有用 な薬物で ある
カル シ ウ ム 括抗薬の 血管拡張作用 は､ 細胞膜上に 存在す る カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル
に結合し て 細胞内 へ のCa か の 流人 を抑制す る こ と に より起こ る とされ て い る ｡ 一
罪, い く つ か の カル シ ウ ム 桔抗薬 に つ い て は ､ 血 管拡張作用 を引 き起 こ す こ とが
可能 な細胞内作用も合わ せ も
'
9 て い る ｡ 現在DtlP茶碗導体の カ ル シ ウ ム 括 抗薬に
つ い て は､ 最初に市販さ れ たNFD の改良型の も の が 多数研究開発され て い る ｡ N河D
も そ の 中 の - 化合物で あり､ 構造 で は2個の 硝酸 エ ス テ ル を有す る こ と ､ 血管拡
張作用で 捻出 血 で 作用 が強力で か つ 持続 的で あ る とい う特徴をも っ て い る｡
本論文で は ､ 醐Dを中心と する硝酸 エ ス テ ル を有するDHP系 カ ル シ ウ ム 括抗薬 の血
管拡張作用機構に つ い て 検討 した ｡
第 I章で はNND の カル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 結合能 を検討し た ｡ その 結果 ､ NND
は他 のDHP系 カ ル シ ウ ム 桔抗薬 と同様に カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル に特異的に 結合す.
る こ と が 明らか とな っ た ｡ [3H]DHP の置換反応 より求め たⅩ1値から ､ NNDの カ ル シ
ウム チ ャ ン ネ ル ヘ の 親和性は他のDHP系 カル シ ウ ム 括抗薬 よりも高 い こ と が わ
か っ た ｡ NND の カル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 結合の 特徴 として ､ 他のDHP カル シ ウ ム
括抗薬 と比較 し て 速い 陪合お よび解離速度を有し て おり､ 結合速度が解離速度と
比 べ て よ り速 くな っ て い る こ とが 剛Dの カ■ル シ サ ム チ ャ ン ネ ル へ の 高い 親和牲 に
関係 して い る も の と考 えらゎ た ｡
第 Ⅱ 章で はN阿Dの 細胞内作用 と し て サ イ ク ') ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活性の 阻害作
用に つ い て ブ タ心 筋と冠 動脈で 検討し た ｡ NND はサ イ ク T) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドPDE活
性を阻害し た が ､ 心筋 より も冠動脈 のPDE活性 をより強く 阻害し た ｡ また ､ ICs 8値
馴 FD,NCDよ りも小さ か っ た ｡ ブ タ冠動脈のPDE活性のNND による 阻害の 割合 は反
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応系 にEGTÅを添加す る こ と に よ り減弱 暮 れ た こ とか ら ､ NND のPDE活性阻 害作用‡こ
Ca謡
＋依存性 があ る こ と がわ か っ た｡ C8粥括抗剤 のTFP のPDE活性阻害作用 に もNDDと
同様 のC8記ヰ依存性が み ら れ た ｡ 以上の 結果 か ら ､ NNDはCa記＋/ca粥依存性サ イ ク
7) ッ ク ヌ ク レ オ チ ドP DE活性 を選 択的に 阻害す る こ とが わ か っ た ｡ ま た ､ 冠動脈
のPDE活性を より強 く阻害す る 理 由と して ､ 冠動脈 にCa か/c8N依存性PDEが多い こ
とが 考え られ た ｡
第Ⅲ章 で はN柑Dの 硝酸 エ ス テ ル 基 に 注目t/ ､ dl管(BPAとBPV)で の cGMP代謝 に対
す る影 響 に つ い て 検討 した ｡ 第 Ⅱ章 と 同様 にNNDはCa2＋依存性にBPVの cGMP PDE活
性 を阻害 し た ｡ こ の こ とも静脈の 方が動脈 よりもCa2＋/ca榊依存性cG 肝 PDE の割合
が高い こ と に よ る と考 えら れ た ｡ さら に ､ B PVの ホ モ ジ ェ ネ ー トにGTPを基質とし
て 加 え加温す る こ と に よ り産生 され 蓄積 され るcGMPの 量 をNNDは増加 させ た ｡ こ
の cGMP量増加作用 はG C活性化剤の 共存下 で 著 し か っ た ｡ しか し反応系か らCa2＋を
除去す る と こ の 増強効果 は減弱 し た ｡ 血 管組織 そ の も の を用い た 実験に お い ても､
叩DはcGMP量 を増加 さ せ る 横向 を示 し た｡ ま た ､ GC活性化剤の 効果も 増強 し た o
以上の 結果か ら ､ NNDは血 管のCa2＋/caM依存性cGMP PDE活性 を阻害 し組織内cGMP
豊 を増加 さ せ こ と に よ り ､ 血 管拡張作用 を表す こ と が示唆さ れ た ｡
第Ⅳ 章 で は河NDの カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 戟和性お よ び血管細胞内cG MP量増
加作用 と血 血 血 管拡 張作用 ( 強さと持続性) との 関係 に つ い て ､ 硝酸 エ ス テ
ル 基の 有無の 観点か ら検討 し た ｡ そ の 結果､ NNDの 構造 か ら硝酸 エ ス テ ル 基を除
く と カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 我利性が 低下 し､ 2個 の 硝酸 エ ス テ ル 基 をも つNND
が 硝酸 エ ス テ ル 基 をも た な い 各種DHP誘導体 と比較 し て 最も高 い 親和性 を有して
い た ｡ さら に ､ 血 管細胞内cG肝 量増加作用は 硝酸 エ ス テ ル 基 をも つ DHP誘導体 に
の み 認 めら れ ､ NND の作用 はNT G に匹敵す る も の で あ っ た ｡ 血 _ _ 山 旦血管拡張作用
は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ヘ の 親和性の 高 いNNDが強 く ､ ま た持続的作用 ほ血管組
織内cG 肝量増加作用を有す る も の に 認 め ら れ た . 以上 の 結果 から ､ NND の持続性
は そ の cGMP量増加作用 に 基 づ くも の で あ る こ と が 示唆 きれ ､ 高 い カ ル シ ウ ム チ ャ
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ン ネ ル ヘ の 親和性と cG 抑量増 加作用 をあわ せ も つ DHP誘導体 は ､ 分子 内に2偶 の 硝
酸 エ ス テ ル をも っ て い るNNDだ けで ある こ とが わか っ た ｡
第Ⅱ章 お よ び第Ⅲ章で村村DがCa2＋/c8対依存性PDE活性を選 択的に 阻害す る こ と が
明らか と なり､ こ の 作用 がCa弼括抗作用に よ る こ と が考 え らゎ た ｡ そ こ で 第 Ⅴ章
では ､ 河村D のC8粥へ の 結合能に つ い て 検討 した ｡ そ の 結果 ､ NND古まCa2＋ に依存 して
ca糾に 結合 し ､ そのⅩd値 はCa2＋/c･a粥依存性PDE活性阻害のICs匂値 と旺 ぼ - 致 し , 1
分子のCa弼に対 し最大1分子 のNNDが結合す る こ とが わ か っ た ｡ しか し なが ら ､ そ
の結合部位 はCa糾措抗剤 の 結合部位と .は異 な っ て 怒 り ､ さ ら に ､ CaM で活性化 し た
pDE活性のNND に よる阻害 が過剰量のCaM の添加 に よ っ て も 回復 し な い こ と ､ NND の
pDE活性阻害様式がCa糾の 有無 に か か わ らず基質 と競合的で あ る こ と が 明らか と
な っ た ｡ 以上 の 結果 は､ 河NDがCaMとCa2＋依存性 に 結合す る に も か か わらず､ NND
のC82＋/ca糾依存性PDE活性 の 阻害 はC8粥括抗性で は なく ､ 酵素の 直接阻害に よ る こ
と を示し て い る ｡
第Ⅵ章 で ほiB 血 でNⅣD の紳胞内作用で あ るCa2
＋
/caM依存性PDE活性阻害作用
が 起 こ る こ とを明らか に す る た め ､ NND の血管平滑筋 ヘ の取 り 込み を検討 した｡
そ の 結果､ NND は外液漉度 に 比較し 約10倍細胞内 に取り込 まれ 蓄積す る こ と が 明
ら か と な り ､ こ の 効果はNTDよりも高 い もの で あ っ た ｡ こ の 取 り込 み の 程度 は外
液鴻度に 依存せ ず､ ま た加温温 度 を低下して もDNPを添加し て も影響 を受 け な
か っ た ｡ NNDはNTD同様油脂 へ の 分配係数が高 い こ と から ､ 容易 に 細胞膜を通 過 し
平滑筋細胞内に 取り込ま れ蓄積する が ､ こ れ は能動輸送に より起 こ っ て い る の で
はない こ とが示唆され た ｡
結論と して ､ 本研究に より, NNDは他のDRP カル シ ウ ム 括抗薬 と同様 カ ル シ ウ ム
チ ャ ン ネ ル に結合 し ､ そ の 親和性 ほ高い こ と が 示さ れ た ｡ 一 方 ､ 榊D は直接酵素
に 作用 し てC82＋/caM依存性cGMP PDEを選択的に 阻害 し ､ 細胞内cG 肝量を増加さ せ
る こ と が 示 さ れた . 各種DHP誘導体と の 比 較か ら ､ 硝酸 エ ス テ ル を2個有す るN ND
だ けが 高 い カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 結合能とcGMP増加作用 を合わ せ も つ こ と が 示 さ
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れ た ｡ こ の こ と から ､ N珂D の血 管拡張作用の 強さ に ほ 細取外か ら の 作用で あ る カ
ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル へ の 高 い 結合能が､･ま たNNDは容易 に 血管申滑筋内に 取 り込
まれ蓄積する こ とか ら ､ 細胞内cGNP増加作用が持続 的弛緩作用 に 関与し て い る可
能性が示唆 され た ｡
- 95-
# *
本論文の 作成に当 り､ 御指導なら び に御校閲を賜わ りま し た千葉大学薬学部
教授 虜瀬聖雄博士 に 謹 ん で 深謝申し上 げます ｡
′
ま た ､ 本研究の 機会を与 え られ ､ 終始御報捲を戴き まし た 大正 単葉抹式 会社
常務取 締役 大関正 弘博士 に 深謝申し上 げま す .
さ ら に ､ 実験を遂行す る に あ た り ､ 適切 な御指導と御助言 を戴 きま した 大正製
薬株式会社 開発部部長 相原弘和博士､ 同案理 研究室室長 小友進博士､ 同案
理研究室 主 任研究員 村桧信博士に 心より感謝申 し上げます ｡
- 96-
掲 載 雑 誌表監 臣ヨ 録
本論文の 主要部分 は次 の 報文 の 内容 よりなり､ 第 Ⅰ章 は1 ､ 第Ⅱ 章は 2 ､ 第Ⅲ章
は 8 ､ 第 Ⅴ章は 4 ､ 第Ⅵ 章 は5 の 雑誌に 掲載さ れ て い る ｡ な お ､ 第 Ⅳ 章 は 未発表
デ ー タ よ り なる .
1 . 鮒u ra仙atS u, ”. , Fujita - To 艶in aga, A. , Tan aka, 粥. , lshii, Y. and
Aihara,tl. : A n ew Ca - a ntago nist, C D
- 349, binding to the Ca
-
chan nel of r at 淑yO C 8 rdiu甘 and brain and hog c o ron a r yarte ry .
Japa n. J. Pha m a c ol. 旦旦, 453- 462(1988)
2 . Tan aka, ”. , Mu r am ats u, ”. a nd Aiha ra, 日. : Inhibit o n of
ade n o sine 3' ,5
'
-
cyclic h O n OPho sphate pho sphodie ste r a s eby CD- 349,
a novel 1,4- dihydrop yridine deriv ativ e; Effe ct of EGT Aon the
inhibito ry activity. Japan . J. Pha mac ol. 坐 , 203-210 (1987)
3 . Ta naka, ”. , Mu ra m ats u, ”. a nd Aih8 r a, H. : Alte r atio n of cyclic
GMP湖etabolisn by CD- 349, calciu 九 anta gOnist, and by s odiu m
nitr opr r u side in bo vin eintr apulh O n 8 ry a rte ry a nd v ein. Bio che n.
Pha 川 a C Ol. 呈迫, 1985- 199 1(1989)
4 . Ta naka, ”. , MurahatSu , ”. a nd Aihar a, H. : Inte r8 Ctio n of the
dihydr opyridin e c alciu 祖 antagOnist, CD- 349, withcalnodulin .
Bio chem . Phar n a c ol. A旦, 99 卜996(1990)
I
- 97-
5 ｡ Tanaka, 粥. , 弼u r 鯛 8tS u, 凱 8nd Aihar8, ”. : Uptake of CD- 349and
nitr e ndipin einto bo vin eintrapul顔O n a ry arte ry and v ein . J｡
Pha r # a c obio - Dyn.
.追 , 228-234(1989)
-98-
参 考 文 献
1) Ha sh i皿OtO, X. , Tair a, N･ , Chiba, S･ , Ra shi血OtO, E･ , Jr ･ , Endoh, ”.
,
Eokubu n, 村. , 監okubu rl, ”. , Iiji札a, T. , Ei血ur a, T. , Xubota , E. and
Ogu r o, K. : Ca rdiohe h Odynamic effe ct of Bay a 1040 in the dogs.
Ar z n eim. - Po r ch./Dr ug Res. 22, . 15- 2 1(197 2),
2) Eim u r a, E. a nd ‡ishida, a. : Tr e atm e nt of v a ria nt a ngin a with dr ugs;
A su r vey of llca rdiology in stitutes in J8p8n. Cir c ul8tion 63, 844-
848(1981).
3) Be rtrand, C.∫. , Labla nche, ∫.肘. and TilJn a nt, P. Y. : Tre atm ent Of
Prin z m etal's V a ria nt a ngin a; Role of Jn edical treatment with
nifedipin e and s u rgic al coronary r e y a s c ula rization co mbined with
ple xecto my . Am. J. Cardiol. 47, 174- 178(1981).
4) 今井昭 一 : C a 小 一桔抗薬 の 血管平滑筋に 対す る作用 : カ ル シ ウ ム 桔抗英
一 基礎 と臨床 一 全面 改訂 . 中村元 臣､ 平則夫 編集､ 医薬 ジ ャ ー ナ ル
社 ､ p36- 50(1986).
5) Gua z zi, ”. , 01iv a ri, ”.T. , Pole s e, A. , Fio v e ntini, C. , Mag rini, F.
a nd Mo r u z zi, P. : Nifedipin e, a new a ntihy pe rte nsiye with rapid
a ctio n. Clin . Pha r m a c ol. The r. 2 2, 528- 532(1977).
6)Trig gle, D. ∫. and
′
Janis , R.A. : Calcium cha nn el ligands . Ann . Rev.
Pha r m a c ol. To xic ol. 27, 347- 369(1987).
- 99-
7)Drugs Put. 14, 317- 321(1989)
8) 日和 田邦男 : 高血圧 の 良階的治療法 - ア メ リ カ高血圧合同委貞会
1 9 8 8年報告か ら - ｡ 医薬 ジ ャ ー ナ ル 25, 1.437
- 1441(1989).
9) 江橋節郎 : 筋収縮 の 制御 . 科学 50, 2- 14(1980).
10) Bolton, T. B. : Me chanism of a ctio n of tr a n s mitters and other
s ubsta n ce s in smoothmu s cle . Physiol. Re v. 59, 606- 718(19 79).
ll) Endo, ”. : Calciu m r ele as efr o 血the sar c opla s mic r etic ulu m. Physiol.
Re v. 57, 7 卜108(1977).
12) Blinks, ∫.R. , Wie r, W.G. , Ness , P. and Pr e nde rga st, F.G. : Mea su r e-
hent Of calciu m(2＋) c on c e ntr atio n sin living c ells. Pr ogr . Bi･ophys .
Hol. Biol. 40, 1- 114 (1982).
18) Ka m m. , E.E. a nd Stull, J.T. : T he fu n ctio n of nyo sin and myo sin
lightchain kin a s epho spho rylatio nin sm o oth m u s cle . An n. Rev .
Pha mac ol. To xicol. 25, 593- 62 0(1985).
14) No wycky, 肘.C. , Fo x, A. P. a nd Tsie n, 衣. 甘. : Three type s of n e u r o nal
calciu m cha n n el with diffe r e nt c alciu m agonist sen sitivity . Natu r e,
316, 440-443(1955).
- 100-
15) Godfr aind, T. , 削1le r, R.C. and Wibo, 臥 : Calciu 軌 antagOnis 軌 and
c alciu馳 e ntr yblockade . PharJa aCOl. Re v. 38, 32 11 416(1986).
16) EtJko y ets , W. R. , Holz E[a n n, S. , 恥 rJA, A. a nd Po oh, G. : Evide n ce fo r
cyclic G 肝- m ediated r ela x a nt effects of nitr o c o mpo u nds in c or o nary
s m o oth mu s cle . Na u nyn -Sch取ied_ebe rg
'
s Ar ch. Pha ma c ol. 310, 129- 138
(1979).
17)Conti, ”.A. a nd Adelstein, R.S.: The relatio n ship betw e e n
calm odulin b inding a nd phosphor ylation of s m o othm uscle myo sin
kinas eby the c atalytic subunitof 3
'
,
5' - cÅMP- depe ndent pr otein
kirlaS e. ∫. Biol. Chen. 256, 3178-3 18 1(1981).
18) Nish ika wa, 村. , de La n e rolle, P. , Lin coln, T. ”. and Adelstein, 氏. A.:
Phosphorylatio n of れa nmalian JnyOSin light chain kin a se s by the cata-
1ytic s ubu nit of cyclic AMILdepe nde nt pr otein kin a s e a nd by cy clic
GMP- depe ndent pr otein kinas e. ∫. Biol. Che h. 259, 8429-8 436(1984).
19)Ax els s o n, E. L. , Wikbe rg , J.E.S. a nd Ande r s o n, R. G.G. : Relationship
bet甘ee n nitroglycerin, cyclic G拍pa nd r ela xation of v a sc ula r s m o oth
皿u S Cle . Life Sci. 24, 1779-1786 (1979).
20)Su e mats u, E. H ir ata, ”. and Eu ritama, R. : Effe cts of CAMP- and CGMP-
dependent protein kina se s, and c almodulin on Ca2
＋
uptake by highly
pu rified s a r c ole h mal v e sicle s of y a scular sm o othm u s cle . B io chim.
Biophys. Acta 773, 83- 90(1984).
- 101-
21) Jhons o n, R. 粥. a nd Lin c oln, T. 弼. : Effect of nitr opr usside , glyceryl
trinitrate and 8-br o 軌O Cyclic G粥Pon pho s phorylas e a fo r 灘atio n and
町 O Sin light chain pho spboryl8tio nin r at 8 0rt8. 河ol. PharJm C Ol. 27,
33 3- 342(1984).
22) Popescu, L.料. , Pa n oiv, C. , Hin e s c u, ”. a nd Nutu, O. : The m e cha nis m
of CGNP- indu c ed r ela xation in vascular s n ooth m u s cle . Eu r. J.
Pha m a c ol. 107, 393- 394(1985).
23)Saka m oto, H. , Terai, 弼. , Tan aka, T` a nd Ma e n o, H.: Inhibit o n of･
cyclic AMPpho sphodie ste r a se by 2,6-dihlethyl- 4-(3- nitrophe n yl)- 1,4-
dihydr opyridine - 3,5- dic arbo x ylic acid 3-[2-(”-benzy卜N- methyla Alino)〕
ethyl e ste rhydro chlo ride (YC- 93), a potnt v a s odilato r. Bio che m.
Phar m 8 C Ol. 27, 1269- 1274 (1978).
24) Bo stor o n, S.L. , LJ
'
ung, B. , Mardh, S. , Forsen, S. and Thulin, E. :
Inte raction of the antihy pe rte nsiv e dr ug felodipin e with c alm odulin,
Natu r e, 292, 777-778,(198 1).
25) Mo v s e sia n, ”. A. , Swain, A.L. a nd Adelstein, 求. S. : Inhibit on of
tu rkey giz z a rd nyo sin light chain kinase actiyity by dihydr o-
pyridin e c alciu m a ntago nists, Bio che 皿. Pha m a c ol. 33, 3759-3764
(1984).
- 102-
26) /ju 順[l寿 ､ 中里篤 郎､ 熊 沢 率成､ 川瀬正 袷､ 土 田勝 晴､ 中嶋由茂元 ､ 曽田
老 : 硝酸 エ ス テ ル を有 す る 1 ､ 4 - ジ ヒ ドロ ビ リ ジ ン 誘導体 の 合 成 と血管
拡張作用 ( 第2報) . 日本薬学会第 1 0 7年 会要旨集 p483(1987).
27) 川島豊､ 加藤美事､ /j､川利寿､ 中里篤郎､ 中嶋由茂元､ 曽 田馨､ 広野修 - ､
守 臼郁生 : 硝酸 エ ス テ ル を有す る 1 ､ 4 - ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン 誘導体の 合成
と 構造 活性相関解析 . 日本薬学会第 1 0 8年会要旨集 p692(1988).
28)Ts u chida, Ⅹ. , Ya 血a Zaki, R. , Kan eko, E. and A iha r a, H. : Effect of a
n e w calciuh antago nist, 2- nitr atoprop y1 3- nitr atopr opy1 2,6-
di皿ethy卜4-(3- nitr ophe nyl)- 1,4-dihydr opyridin e-3,5-d icarbo xylate
(CDr349) on the c e rebr al cir c ulatio nin dogs . Ar z n ei山 . - Fo rs ch./Dr ug
Re s. 37, 123 9- 1243(1987).
29) Ts u chida, Ⅹ. and A iha r a, E. : Effe cts of CD- 349o n go at c a rdia c
Pu rkinJ
'
e fibe rs . Japa n. ∫. Pha r m a col. 49(s up pl.)246P(1989).
30) Ts u chida, K. , Mu r a m atsu, M ‥ Ea n eko , Ⅹ. , Ya n a z aki, 良. , Yam ada, T. ,
Oga w a, 阿. a nd Aihar a, H. :CD- 349. Ca rdiov a s c. Dr ug Re v. 8, 45- 55
(1990).
3 1) 8elle m a n n, P. , Fer ry , D. , Lu ebbe cke, F. a nd Gloss m a n n, fl. :
[3H]nitr e ndipin e, a potnt c alciu m a ntagonist, binds with high
affinity to c ard iac
'
he mbra nes . Ar z neim. - Forsoh. /Dr ug Re s. 31, 2064
-
2067(1981).
- 103-
32) Murphy, a.”. 粥. and Snyde r, S. H. : Calciu 触 antag O nist r e c epto rbind-
ing sites labeled 甘ith [3H]nitr endipin e. Eu r. ∫. Pha r軌a C Ol. 77, 20 卜
202 (1982).
33) Ehle rt, F.J. , Itoga, E. , Roeske, 育.R. and Ya h a 乱u r a, H. i. : The
inte r a ctio n of [3H]nitr e ndipin e with r e c epto r sfo r c alcium
a ntago nist in the c e r ebral cortex and he art of rats . Biochen .
Biophys . Res. Co mm u n. 104, 937-943(1982).
34)Bolge r, G. T. , Ge ngo, P.a. , Lu cho w ski, E. ”. , Siegel, 班. , Trig gle,
D.J. a nd Janis, R. A. : High affinity bind ing of a calciu m cha n n el
antagonist to s 血0 0thblu SCle. Bio che 皿. Biophys. Res . Co 加山Lln. 104,
1604- 1609(1982).
35) Miller , R.∫. and Fe edma n, S. B. : Are dihydrop yridin ebindin g LSites
voltage s ensitiv e､c alciu m cha n n el ?. Life Sci. 34, 1205- 1221(1984).
36) Glo s s m a n n, H. :Calciu tn cha n n els a nd c alciu m cha n n e
■
1 dr ugs; Re c e nt
bioche mic al a nd biophysic al findings . Ar z n eim. - Po r ch. /Dr ug Res . 35,
1917- 1944(1985).
37) DePo v e r, A. , Matlib, 桝. A. , Lee, S. 肝‥ Dube, G. P. , Grup p, I. L. ,
Gr up p, G. a nd Schwartz, A.. : Spe cific bindin g of [
3R]nitr9ndipin eto
n e hbr a n e sfrom c o ronar y arterie s and he a rt in relation to pha m aco -
1ogical effects; Pa radoxic al stim ulatio nby diltiaz e m. B io che m.
Bio phy s. Re s. Co tB mu n. 108, 110- 117(1982).
- 104-
38) Gio s s 約 n n, H･ , Fe r ry, D･ R･ , Lu ebbe cke, F･ , Me w e s, R･ a nd Hof軌a n
,
F｡ : Identific ation of v oltage ope r ated c alciu 丸 Chan n els by binding
studie s; D iffe r e ntiatio n of s ubcla s s e s of c alciu m a ntagonist drugs
with [3日コni放Odipine r8diolig a nd bindin g. ∫. Re c ept. Re s. 3, 177- 190
(1983).
39)Holck, M･ Tho r e n
.
a, S･ a nd Ha e u sle r, G･ : Does [3H]nitre ndipin elabel
the calciu 恥 Chan n el in r abbit 払y O Cardiu m?. ∫. Recept. Re s. 3, 19 卜
198(1983).
40) DePov e r, A. , Gr up p, i. i. , Gr upp, G. a nd Schw a rtz, A. : Diltia zem
pote ntiate s the n egativ ein otr opic actio n of ni劫Odipin ein heart.
Bio cheh. Biophys . Re s. Co 取払u n. 114, 922- 929(1983).
41) Bellem a n n, P. , Schade , A. a nd To w a rt, R. : Dihydr op yridin e r e c epto r
in r at br ain labeled with [3H]nim odipin e. Pr o c. Natl. Ac ad. Sci.
USA, 80, 2356- 2360(1983).
42) To wart, R. , 甘ehing e r, E. , Meyer, H. and Ka zda, S. : The effe ct of
ni沌Odipine, its optic al is o n e r sand 九etabolite s o nisolated
v a s c ula r s 血0 0th Alu S Cle . Ar z neih. - Fo rsch./Dr ug Res . 232, 338- 346
(1982).
- 105-
43) 粥ura払atSu, 班. , Fujita, A. , Tan aka, 弼. a nd Aih8ra , R. : Effe ct of
ne u r a 血inidas e o ndiltia ze馳 一 祖ediated alte ratio n of nitrendipin e
bind ing in the hog c o r o n a ry a rte ry. Japa n. ∫. Pha 柑 a C Ol. 39,
217- 223(1985).
舶)Nagato 屯0, T ‥ Sas aki, ”. , Ts u chiha shi, H. a nd I軌ai, S. : Binding
chara cte ristic s of [3H]dihydro alpre nolol to β - adren o cepto rs oず rat
he art tre ated with n ueraminidase . Japan. J. Pharm a c ol. 33, 85 卜857
(1983).
45) Che ng, Y. - C. and Pr u s off, W. R. : Relatio n ship betw e e nthe inh ibition
c onsta nt (El) a nd the c o n c e ntratio n of inhibito r which c a u s e50
pe r c e nt inhibitio n(ⅠC5 8) of a n erl Zy血atic r e a ctio n. Bio che m.
Pha macol. 22, 3099- 3108(1973).
46) Low ry, 0.H. , Ros ebr o ugh, ”.J ‥ Fa r r, A.L. and Randall, 氏.∫. :
Pr otein mea su remらnt with Folin phe n ol reagent. J. Biol. Che m. 193,
265- 295(1951).
47) Bolge r, G. T. , Ge ngo, P. J. , Elo cko w ski, R.J ‥ Lu cho 甘Ski, E. , Siegel,
B. , Janis, R.A. , Trig gle, A. ”. and Triggle, D.∫. : Char a cte rization
of binding of the Ca
2●
chan nel a ntago nist, [3日]nitr e ndipin e, to
guine a- pig ile al s mo oth muscle . ∫. Phar ma c ol. Exp. Ther . 225, 29 卜
316(1983).
- 106-
48) 耶且1ia 姐S, L.T｡ a nd Leずko witz, A. ∫. : The o ry of liga nd- r e cepto r
inte r action s. In: Rec epto rBind･ing Studie s in Ådr e nergic
pha r 血a C Olog y, p p27- 41, Ra v e nPr e s s, Ne wYo rk (1978).
49) Co uld, R.∫. , Mu r phy, E.”. 粥, a nd Snyde r, S･ 日･ : Tis su e heterog e n eity
of calciu 山 Channel a ntago nist
.
bind ing sites labeled by [3H]nitr en -
dipin e. Hol. Pha m a c ol. 25, 234
- 24 1(1984).
50) Be a n, B. P. : 阿itr e ndipin eblo ck of cardia c calciu m chan n els; High
af finity binding to the in a ctiv ated state. Pr o c. Natl. Åe ad. Sci.
US A 81, 6388- 6392(1984).
51) Sanguin et ti, ”. C. a nd Xa ss , 良. S. : Voltage - depe ndent blo ck of
calciu れ Channel c u r rent in the c alfc a rdiac Pu rkin J
'
e fiber by
d ihydr op yridin e c alciu m a ntago nists. Cir c. Re s. 55, 336
- 348(1984).
52)He s s, P. , La n s m a n, ∫.B. a nd Tsie n, R.W. : Dif er e nt m ode of Ca -
cha n n el Sating behavio u rfav o u r ed by dihydr opyridine Ca agonists
a nd a ntago nists. Natu r e311, 538- 544(1984).
53) Xokubt] n, S. , Prod'ho 帆, B. , Becke r, C. , Po r zig, 日. and Reute r, ”. :
Studie s o nCa chan n els in inta ct c a rdia c c ells,
I
Volta g ede p e ndent
effects and coope r atiye interactio n s of dihydrop y ridine e nantio m er s.
J. Phar nacol. Exp. Ther. 30, 571- 584 (1986).
- 107-
54) Godfraind, T. : Ne w appro aches to tissu e specificity of calciu 払
chan n el blo cke r s. Abstract of loth lnteranatio nal Co ngr e s s oぞ
Phar n a cology . Sydn ey, S26(1987).
55)Balwie r c zak, J.i. , Grupp, I.L. , Gr upp, G. and Schwartz, A.: Effects
of bepridila nd diltia zem on [3H]nitr e ndipin ebind ing to c anin e
cardia c sar c ole m a; Pote ntiation of pharm a c ologic al effe cts of
nitr e ndipin eby bepridil. ㌔. Pha r h a COl. Exp. Ther. 237, 40
- 48
(1986).
56) Glo s s m a n n, rl. , Fe r ry, D. R ‥ Lubbe cke, F, . He 野s, R. and Hofn a n n, F. :
Calciu m cha n n els; Direct ide r)tificatio n with r adioligand binding
studies . Trends Pha m a col. Sci. 3, 43卜437(1982).
57)Boles , R. , Ya m a m u ra, H.I. , Scho e make r, ”, and Ro e ske , W.良. :
Temper atu r e- dependent m odulation of [3B]nitr e ndipin ebinding by the
calciu m cha n n el antagonists v e rapa nila nd diltiaz en in rat br ain
syn apto s o h e S. J. Pha mac ol. Exp. The r. 229, 333- 339(1984).
58) Eirley, T.i. a nd Schw a rtz, A. : Solubil iz atio n a nd affinity labeling
of a dihydr op yridin eb inding site_fron skeletal m u
scle; Effe cts of
te mpe r atu r e a nd diltiaze m o n[3Mdihydropyridin ebinding to
tr a n s v e r s etubule s. Bio che m. Biophys. Re s. Co m m u n. 123, 4卜49
(1984).
- 108-
59) Wi11ia 臥S, i.T ‥ Jar酌 も, L｡ a nd Leぞkowitz, R. J. : Ådipocyte beta-
adre n e rgic r e c epto r s; Ide ntific at･io n a nd subc ellular lo caliz ation
by (-)【3Hコdihydr o alpr e n olol binding. J｡ Biol. Che h. 251, 3096
(1976).
60) Litbird, L.E. a nd Le fko witz, R.a_ . : Negat iv e co op e r ativity a mong
beta - adren e rgic r eceptor sin fr og e rythrocyte 且e 恥br a n e. J. Biol.
Chem. 251, 5007- 50 14(19 76).
61)Sto ne, P.H. , Ant乱a n, E. ”. , Muller, ∫. E. and Br a u n wald, E. : Calciu m
chan n el blo cking age nts in the tr e atm e nt of c a rdio v a s c ular
dis o rde r s. Pa rt Ⅱ; 日e D10dyn a Hic effe cts 8 nd clinic al ap plic atio ns.
An n. Inte r n. Ned. 93, 88 6- 904(1980).
62) Brau n wald, E. : Co ron a r y a rte r ys.p as m; Mecha nis 恥 and clinical
releva nc e. a. Am . Ned. Asso c. 246, 1957- 1959(1981).
63) Flecke n stein , A. : Calciu mÅntago nisn in He a rt a nd Sm o oth Mu scle;
Expe ritBental Fa cts a nd The r ape utic Pr o spe cts. John Wiley and So ns,
Ne wYo rk (1983).
64) Ja nis, 良. A. a nd Trig gle, D.∫. : 1,4- dihydr op yridin eCa2＋ cha n n el
a ntagonist and activ･ator s; Compa ris on of binding chara cteristic s
with pha 川 a C Olog y. Dr ug De v. Re s. 4, 254- 274(1984).
- 109-
65)Fle cken stein, A. : Specific pba 柑 8 COlog y of c 81ciu 艶io nin 町 0 -
c a rdiu 辿, C a rdiac pa c e 乱ake r s a nd v a s c ula r S 祖0 0th曳u S Cle . An n. Re v.
Pharhla C Ol. To xic ol. 17, 149- 166(1977).
6
.
6) Lee, 監.S. a nd Tsie n, 氏.管: 鮎 cha nis 軌 Of c alciu 阻 Cha n n el blo ckade by
v e r 8Pamil, D600, diltiaze 汲 a nd nitrendipin ein single dialyzed
he art c ells . Natu re 302, 790- 794(1983).
67) 濫r a nias, E.G.: Re gulation of Ca2＋ tr a nspo rt by cyclic 3
'
,5
'
- AMfJ
depe nde nt 8 nd ･ c alciu凪 - Calnodulin -depe nde nt pho sphoryla.tio n of
ca rd ia c s arco pla smic retic ulu m. Bio chin. Biophys. Åota 844, 1931 199
(1985).
68) 河ish iko ri, Ⅹ. and Ma e no, H.: Clo s e r elatio nship between adeno sin e
3' ,5
'
-
m o n ophosphate depe nde nt endogen o u spho spho rylation of a
specific protein a nd sti地ulatio n of c alcium uptake in r at uterine
nic r o s o m e s. J. Biol. Che m. 2 54, 60 99- 6106(1979).
69)Adelstein, R. S. , Co nti, ”.A. a nd Hathaway, D.R. : Pho spho rylatio n of
snooth m u s cle m yosin light chain kin a s eby the c atalytic s ubu nit of
ade n o sin e3
'
,5
'
-
m o n opho sphate
-de▲pende nt protein kin a s e. I. Biol.
che m. 253, 8347- 8350(1978).
- 110-
7O)de Lanerolle , P. , 紺ishikawa, 帥. , Yo st, D.A. and Adelstein, 氏. S. :
Incr eas ed phospho rylatio n of 軌yO S-in light chain kina se afte r an
in c r e a s ein cyclic A 肝 in inta ct s 池00th 肌 SCle . Natu re 223, 1415-
1417(1984).
71) 馳isha a r, R. E. , Bu r r o ws, S. D ‥ 革obylar z, D.C. , Qua°e, ”. 財. a nd
Eva ns, D･B･ : Multiple n ole c ula rfo r m s of cyclic n u cle otide pho spho-
diesterase in cardia c a nd s m o oth 肌 S Cle and platelets; Is olatio n,
cha racte riz atio n, a nd effe ct of v a rious reference pho sphodie ste r ase
inhibitors and ca rdioto nic age nts. B io chem . Pharmac ol. 35, 78ト800
(1986).
72) Pa ng, D.C. : Cyclic A肝 8nd cyclic G 肝 pho sphodie ste ras e s; Target
for dr ug de v elopm e nt. Dr ug °e y. Re s. 12, 85- 92(1988).
73) Beav o, ∫.A. , Ha rdman, ∫. G. and Sut he rla nd, E. W. : Hydr olysis of
cyclic gu a nosine and ade n osin e3
'
,5
'
-
血O n OPhosphate by rat brain and
bo vin e tis s u e e s. J. Biol. Che m. 245, 5649- 56 55(1970).
74)Hidaka, ”. , Ya n aki, H. , Tots uka, T. a nd As an o, ”. : Selective
inhibitors of Car2＋ -bindin g n odulator of pho sphodie ste ras e produc e
vas c ula r r ela xa tio n
_
and inhibit actin - myo sin inte r a ctio n･ Mol一
Pharmac ol. 15, 49- 59(1979).
- 111-
75) 腎eis s, B. , Fe rtel, R. Figlin, 求. a nd Uz uno v, P. : Selective alter -
ation of the a ctivity oぞ the 凪ultiple fo 柏 s Of aden osine 3
'
,5
'
一
劫On OPho sphate pho sphodiestera se oぞ rat c erebr u 凱 朗o1. Phar nacol. 10,
615- 825(1974)
76) Weis s, B. a nd Walla c e, T.L. : Spe cificity of the bindin g of triflu o-
pe razin e to the calciu m- depe nde nt a ctiv ato r of phosphodieste rase
a nd to a serie s of othe r calciu m- binding pr otein s. Biochim. Biophys.
Åct8 540, 197- 204(1978).
77) Ho nda, F. and lmam u r a, ”. : Inhibition of cy clic 3
'
,5
'
-
n u cle otide
phosphodie ste r a s eby phe n othiazine a nd r es erpin ede riv ativ e s.
.Bio chiⅢ. Biophys. Acta 161, 267
- 269 (1968).
78)Honda, F ‥ Kats uki, S. and Sakai, N. : The o r gan diffe ren c ein
susc eptibility of cyclic 3
'
･5
'
-
n u cle otide pho sphodieste rase to dr ug
.
･
Japan. ∫. Pha ma c ol. 23(s up pl.), 27(1973).
79) Leyin e, R. 桝. a nd Weis s, B. : Me cha nis mby which psychotr opic dr ugs
inhibit aden o sin e cyclic 3
'
,5
'
-
m o n opho sphate pho sphodie ste r a s e of
br ain. Mol. Phar m a col. 12, 58 卜5･89(1976).
80) Wells, ∫.”. , Baird, C.E. , Wu, Y. J. and Hardm an, i. G. : Cyclic
n u cle otide pho sphodie stera se a ctivitie s of pig co ro nary a rterie s･
Bio chim. Bio phys . Acta 384, 433- 442(1975).
- 112-
81) Chetl ng, 凱Y. : Cyclic 3
'
,5
'
-
n u cle otide pho sphodie ste ra se; Effect of
divalent c atio n s. Biochi薗 . Biophys. Acta 242, 395- 409(197 1).
82)Satoh, Ⅹ. , Yanagisawa, T. and Tair a, N: 粥echanis 軸 u nde rlyins the
c ardio vas c ula r a ctio n of a n e wdihydr o p y ridin e vas odilato r, YC-93.
clin. Exp｡ Pha r m a c ol. Physiol. 7, 24 9-262(1980).
83)Endoh, ”. Yanagisaw a, T. a nd Tair a, N. : Dis s o ciatio n of cyclic AMP
and c o ntr a ctile r espo ns es to is opr e nalin e; Effect of a d ihydr o-
p yridin ede rivativ e, nic a rdipine (YC -93), on c a ni e v e ntric ula r
n u s cle . 巴u r. ∫. Pha m a c ol. 67, 225-233(1980).
84) Dabr o wska, 求. , She ny, ∫. ”. F. , Ar o matorio , D. R. a nd Hartsho r n e,
D.∫. : 桝odulator p rotein a s a compo n e nt Of the myo sin light chain
kinas efroh Chicke n gizz ard. Bioche mistry 17, 253- 258(1978).
85)Adelstein, R.S. and Eise nbe rg, E. : Regulatio n a nd kin etic s of the
a ctin- 7nyO Sin -ATP inte ractio n. An n. Re v. Bio che m. 49, 92 卜956
(1980).
86)Stull, J. , Blin e nthal, D. E. and Cooke, R. : Regulatio n of
c ontractio nby nyo sin pho spho rylatio n; A c o mpa ris o nbetw e e n s m ooth
a nd skeletal m u s cle s. Bio chem. Pha r m a c ol. 29, 2537- 2543(1980).
-1 13-
87) Bidaka , 氏. , Ya 乱aki, T. , Naka, 臥 , Tan8ka, T. , u8ya Shi, ”. and
監obaya shi, R. : Calciu 敵- r e帥18ted 軌Odulato r pr otein inte r a cting
age nts inhibit s 遡00th 玉川 SCle c alciu 皿- Sti劫ulated pr otein kit)a s e a nd
ÅT Pas e. #ol. Pha r haCOl. 17, 66-72(1980).
88) John s o n, ∫.D. a nd Fug軌an, D.A. : Calciu m and c al軌Odulin a ntago nists
bind in gto cal帆Odulin a nd r ela x atio n of c o r o n a ry a rte ry segm e nts . J.
pharmacol. Exp. The r. 226, 330-334(1983).
89) Dia m o nd, ∫. a nd Holh e S, T. G. : Ef fe cts of pota s siu 沌 Chlo ride a nd
sn o oth 丸u SCle r elaxants o n tensio n a nd cyclic nucle otide levels in
r at 血yO 滋etr
'
iu n. Ca n. J. Phy siol. Pha r nac ol. 53, 1099- 1107(1975).
90) Dia m o nd, ∫. and Blisa rd, Ⅹ.S. : Effe ct of stim ula nt and relax a nt
dr ugs on ten sio n and cyclic n u cle otide le v els in canin efe帆O r al
arte r y. 恥1. Pharnacol. 12, 688- 692(1976).
9 1) Ⅹin u ra, H ‥ Nittal, C.E. a nd Hu r ad,
1
F. : In c r e a s e sin cyclic GNP
ley els in brain a nd liv e r with sodiu m azide, a n a ctiv ato r of
gua n ylate cyclas e. Natu r e257, 700
-702(1975).
92) Schultz, E. D. , Schultz, E. a nd Schultz, G. : Sodiu m nitropr u side
a nd other sm ooth m u scle r ela x a nts inc r e a s e cyclic GNP le v els in r at
ductu s defe r e n s. Natu r e265, 750- 751(1977).
-114-
93) Gr uette r, C.A. , Gr uet ter , D.Y. , Lyo n, J.E. , 監ado甘itz, P.㌔. and
lgna rr o, i.J.: Relatio n ship betwee n cycl ic gu a nosin e3
'
:5' 一
避O n Opho sphate fo r 附tio n a nd r ela x atio n of a rterial s h O Oth 机 S Cle by
giyc e ryltrinitr ate, nitr opr u s side, ′nitrite a nd nitric o xide; Effect
of 芯ethyle n eblu e 8 nd 軌ethe 軌Oglobin ･ J･ Pha r h a C Ol･ Exp･ The r. 219
,
18 卜186(198 1).
94) Edw a rds, ∫. C. , Ign a r r o, L.J. , Hy軌a n, A.L. and Eado witz , P.∫. :
Relaxatio n of intraptll軌On a ry arte r y a nd y ein by nitr oge n o xide
c o ntainin g vasodilator a nd cyclic GMP･ J. Pha m acol. Exp. The r. 228,
33- 42(1984)｡
95) Mittal, C. E. : Atriopeptin Ila nd nitr o v a s odilato r 山ediated shifts
in g uan osine 3
'
,5
'
-
c yclic m o n opho sphate in rat tho racic ao rta;
Evide n c efor in volvem e nt of distin ct gu 8 n y18te CyC18 S ePo ols . Eu r.
J. P har ha C Ol. 115, 127- 128(1985).
96) Rapopo rt, R. ”. , 恥1dh a n, S.A. , Schwartz, E. , Winquist, R.∫. a nd
Mu r ad, F. : Effe cts of n atriu r etic fa cto r, s odiu 皿 nitr opr u s side a nd
a cetylcholine on cyclic GNP le v els and r elaxatio nin r at ao rta . 巴u r.
J. PharJn a COl. 115, 2 19- 229(1985).
97) 円olzn an n, S. : Endothleliu 山一 indu ced relax atio nby a c etylcholine
a s s o ciate s with la rger■ris e sin cyclic GNP in coron a ry a rte rial
strips. ∫. Cyclic Nu cleotide Re s. 8, 409-4 19(1982).
-115-
98) Fu r chgot t, R.F. a nd Jo七hianand8n, D. : Relatio n of cyclic G 肝 1evels
to e ndotheliu 滞- depe ndent r el8 X 8tio nby a c etylcholin ein r abbit
a o rta. Fed. Pr o c. 42
,
619 (1983).
99J) Fu r chgott, 氏.F. : The r o王e of e ndotheliLlmin the r esponse of
v asc ula r s払0 0th m u s cle to dr ugs. An n. Re v. Pha r m ac ol. Toxic ol. 24,
175- 197(1984).
100) Ign a r r o, L.J. , Bu rke, T.”. , Wo od, a. S. , Wolin, 弼.S. a nd Rado witz,
P.J. : Ass ociatio nbetw e e n cy lic G肝 a c c u 凧ulatio n a nd a c etyl-
cholin e- induced r ela x a nts of bovin eintr apulm o n a ry arte ry . J.
Pha macol. Exp. Ther . 228, 6821 690(1984).
1Ol) 耶 nq uist, 衣.I. , Fais o n, E. P. , 恥1dman, S.A ‥ Schwartz, K. , Murad, F.
and Rapoport, R. ”. : Åtrial n atriu r etic fa ctor elicits an e ndo-
theliu m- indepe nde nt rela xation a nd activ ate particulate gu a nylate
cycla s ein v a s cula r sTnO Oth m uscle. Proc. Natl. Åead. Sci. US A 8 1,
76 61- 764 (1984).
102) Pois on , J. B. , Kr zan o w ski, ∫.∫. and Sz e ntivan yi, A. : Corr elation
betw een inhibit o n of a c y clic G 肝 pho sphodie ste ra s e and relaxatio n
of ca nine tr ache al sm o oth AZu S Cle. Bio che nz. Pha m acol. 34, 1875- 1879
(1985).
- 116-
皇OS) 触rtim , 臥 , Fu r chgoもt, R.F. , Vilia ni, G. 糾. a nd Jothia n andan, D. :
Pho sphod豆e ste r 8 S einhibitors indu ce e ndotheliu 兇- depe nde nt r elaxa -
tio n of r at a nd r abbit a o rta by pote ntiating the effe ct of sponta-
n eoq sly relea s ed endotheliu 丸- de riv ed r elaxin gfacto r. ∫. Pharmac ol.
Ex p. Tber. 237, 539- 547(1986).
104) Mc払hon, E･G･ , Palo m o, 桝･A･ , Mehta ,
､
P･ 叩d Olin s, G･M. : Depr e sor
and n atriu r etic . effe cts of M&B22,9 48, a gua nosin e3
'
,5
'
-
血On O
-
phosphate- sele ctive pho sphodiester a s einhibito r. J. Pha m a col. Exp.
The r. 251, 100- 105 (1989).
105) Eukove羊z, 管. R. , Holz nla n n, S･ , 恥 m , A. a nd Poech, G. : Eyi
L
de n c efo r
cyclic G 肝- Ⅲediated r ela x a nt effe cts of nitr o c o mpo u nds in c o r o n a ry
smooth muscle. Nau nyn - Schmiedebe rg
'
s Arch. Pha r mac ol. 310, 129- 138
(1979).
106) Griffith, T. ”. , Edw a rds, D.H. , Le vis, ”.∫. a nd He nde r s o n, A.H. :
Evide n c ethat cyclic gu a n o sin e h O n OPho sphate (CGMP) 血ediate s
e ndotheliu rdepe nde nt r elax atio n. Eu r. J. Phar ma c ol. 112, 195- 202
(1985).
107) Stein e r, A.L. , Pagliara, A. S. , Cha s e, L. R. a nd 濫ipnis, D.”. :
R8dioi附 u nO a S S8y fo r cyclic n ucleotide sII. Aden o sin e3
'
,5
'
-
n o nopho sphate a nd gu a n o sin e3
'
,5
'
一
山o n opho sphate in n a m alia n
tis su es a nd body fluids. J. Biol. CheTn. 247, 1114- 1120(1972).
- 117-
108) Zi取払e r遜an, T.P. , 闇in ston, 臥S. a nd Chu, i. -C.: Å 艶O re Se nsitive
r adioi払 削 n O a S S a y(RⅠA) fo r gu a n o sin e3' ,5' - cyclic 狙O n Opho sphate
(cG 肝) in v olvin g prio r2- 0- s u c cinylatio n of s8 抑1e s. An al. 8io chem.
71, 79- 95(1976).
′
109) Ho n na, 料. , Satoh, T. , Take z a w a, J. a nd Ui, 粥. : An ultras e n sitiy e
nethod for the sibultan e ous deter 軌ination of c y clic AMPand cy clic
G糾P in s h al 卜v olu ne s anples fro軌 blood a nd tis s ue . Bio chem, Ned. 18,
257- 273(1977).
1 10) Gruette r, D.Y. , Gr u ette r, C. A. , Barry, B.R. , Baricos, 甘. ”. , Hyb a n,
A･L･ ･ Xado官itz･ P･J･ a nd lgnar r o･ L･J･ : Actiyation of cor o n a ry ･:-
a rte rial guanylate cycla s eby nitric o xide, nitropr u s side, atld
nitros o g uanidin e; Inhibit o nby caicium, la nthan u m, a nd othe r
c ation s, e nha n cement by thiols . Bioche n. Pharm a c ol. 29, 2943- 2950
(198 0).
111) Ign a r r o, L.J. , Lip pto n, H. , Edw ards, J.C. , Baric o s, 甘.”. , Hyman,
A. L. , Xado witz, P.J. a nd Gr uette r, C.A. : 糾e cha nis m of vas c ula r
s m o oth 軸u S Cle r ela x ation by organic nitr ate s, nitrites, nitr o-
prusside and nitric o xide; Evide n ce td the in yolv e皿ent Of S-
nitr os othiols a s a ctiv einte 川 ed iate s. ∫. Pha r hlaCOl. Ex p. The r. 218,
739- 749(1981).
- 118-
且且2) Pa由g タ 凱C｡ 亀nd Spe r elakis, ”. : Uptake of [
3朋nitr e ndipine into
c a rd主a c a nd s阻0 0th 艶uSCle s. Bioche胤｡ Phar 艶aC Ol. 32, 1660- 1663
(1983). ･
113)Pa ng, D.C. and Spe r elakis, ”.: Uptake of c alciu m a ntago nistic dr ugs
子intb 虹uSCle s as r elated to the
.
ir lipids olub ilit es . Bio che m.
･P ha r 肋
t
C Ol. 33, 8 2 卜826 (1984).
lld) Lullm a n n, 8. a nd 村ohr, 濫. : High a nd c o n c e ntr atio npr opo rtio n al
･a c c u m ulatio n of [3u]nitr e ndipin eby inta ct c a rdiac tis s u e. Br. ∫.
∴ l 叫 5･pha r macol. 90, 567- 573(1987).
115) Bo stro m, S /L. , LJ
'
u ng, B. , No rdlander, ”, a nd Joha n n s o n, B. :
Action s of felodipin ein v a scular s m o oth m u s cle. In: Calmodulin
l'Antago nists and Cellula rPhysiology, ed. by Hidaka, H. a nd
fla rtsho r n e, D.∫. , pp273- 286, Ac ade mic Pr e s s, New Yo rk (1985).
116)Askholt, ∫. a nd Niels en - Ⅹudsk, F. : Felodipine, phar nacodyn atnic s and
pha m a c okirletic s in the is olated r abbit heart. Acta Pha m a c ol. et
: To xic ol. 5,
I
17-2 6(1986).
117) He n ry, P.D. : CoTAPa r ativ e phar h a C Olog y of calciu m antago nists;
Nifedipin e, v e rapa miland dilt iaz em. Am. ∫. Cardiol. 46, 1047- 1058
(1980).
- 1 19-
118) Åoki, 濫 ‥ S8tO , Ⅹ ‥ Eawaguchi, Y. and Y8 帆 風OtO , 臥 : Åo ute a nd lo ng -
te r胡 hy poten siv e effect 8 Dd pla s 闇a COnCe ntr atio n o官 nifedipin ein
patie nts with ess e ntial hyperte nsion. Eu r. ∫. Clin. Phar 約COユ. 23,
197- 201(1982).
J.㌔
119) Mo rga n, ∫.P. and 粥o rga n., 監.G. : Va s c ula r s m o oth凪uS Cle; The fir st
r e c o rded c alciu m(2＋) tr a n sie nt. Pflu ege r sAr ch. 39,5, 75- 77i,.(1982).
120) Su minoto, 濫･ and 濫u riya na, ”.: Mobilization of fr e ec alciu ≠ E二さ;.･i
.
m ea sur ed du ring c ontr a ctio n- r ela x atio n cycle in s乱0 0th 祖u SCle
cells of the po r cin e coro n a ry arte ry using q uin∑. Pfluegers Arch.
406, 173-180(1986).
121) Goldberg, 柑.D. , Anes Ⅲ , A. , Ga nde r, ∫.E. a nd Walseth, T. F. :
Magnitude of in c r eas ein r etin al CGMPm etabolic flu xdete r miヮed by
1 8o inco rpor ation into n u cle otide a - phospho ryls c o r re spoTlds with
inte n sity of photic stin ulatio n. A. Biol. Che m. 258, 9213- 9219
(1983).
122) Leitn a n, D.C. a nd 桝u r ad, F. : Atrial n atriu r etic fa cto r r e c epto r
hete r oge n eity a nd stihZulatio n･of p?rticulate gu a nylate cyclas e a nd
cyclic GNP a c cu m ulation. Clin. Endo clin ol. Metab. 16, 79-105(19 87).
123) Che u ng, 育. Y. : Caln odulin plays a piv otal r ole in c ellular
r egulatio n. Scie nce 207, 19- 27(1980).
-120-
且望i) 監lee , C. a. , Crou¢払, ･T｡ u. and Rich乱a n, P.G. : Cal艶Odulin ｡ An n. Re v.
! phar 姐aCOl. 4 9, 489- 515(1980).
.(1
i｢e
125) She r ry, ∫. 拭.F. , Go r e cka, A. Aks oy, ”.0. a nd Dabr o w ska, R. : Role s of
c alciu n a nd ph
;
o spho ryl･atio nin the reg ulatio n of the a ctivity of
gi豆z a rdl抑 O Sin 古1 1
'
Bioche 九istr9 17, 44 1 卜4418(1978).
126)Hartsho r n e, D.∫. a nd Sie 岨a nko wsk i, R. F. : Regulatio n of s mooth
!”:''･ 岨u S Cie a cto myo sin . An n. Re y. P hysiol. 43, 519- 580(1981).
127) Epstein, P. ”. , Fis畠, Ⅹ ‥ Ha chis u, 求. a nd Andrenyak, D. ”. :
Intera ctio n of c alciu m a ntagonists a nd cyclic AMPpho shodie steras e
a nd cal血Odulin . Bio che m. Biophys . Re s. Co m u n. 105, 1142- 1149
卜 (1982).
128)John s o n, J.D. , Vaghy, P.L. , Cr o u ch, T. ”. , Potte r, J.D. and Schw a rtz,
A-;I: An hy pothe sis for the h e Cha nis m of a ctio n of s o m eof the Ca2 ＋
二 antago nist dr ugs; Caln odulill aS a r e C eptOr . In: Advanc e in
Pha r m a c ology a nd The rape utic sII, γol. 3, ed. by Yo shida, H. ,
Hagiwara , Y. and Eba shi, S. , p p12 卜138, Pe rga m o nPr e s, Oxford
(1982).
129) Daly, ”. ∫. , Per r y, S. and Mayler, W. G. : Calciu m a ntago nists and
caln odulin; Effect of y erapa nil, nifedipin e a nd diltia z e n. Eu r. J.
Pha m a c ol. 90, 103⊥108 (1983).
- 121-
130) John son, ∫. D, and 瞥it te n a uer; L.A. : Fluor e s c e nt cal且Odulin that
repo rts the bindiTlg Of hydr ophobirJ inhibito ry.1iga nds. BiocheJn. J.
211, 473-479(1983).
一･ .,ど; tj｢
■
. し
J
} 1
′
･ ･
･
-:
･
. {1a
131) Itoh, H. , Tan aka, T. , 糾itani, n'Y. 1 a nd･ uidakai 班. :
し
The binding of the
c alciu n cha n n el blocke r, bepridil･ to cal屯OdりIin･ Bio cheh･
. :,.し
P ha m ac ol. 35, 217- 220(1986).
丁 :･:･H ほ望;
132)tlumm el, ∫.P. a nd Dr eye r, W.∫. : Me a s u r e m e nt of p rotein - binding
phe n o m e n aby gel f iltr aio n. Bio chi8L. Biophys . Acta 63, 530-532
(1962)･ ,
.
･ (rp;
;I
l
133) Tanaka, T. and Hidaka, 打. : 8ydr ophobic r egions fu nctiop in
calm odulin- enzym e(s) inte r a ctio n s. ∫. Biol. ピhem. 255.i llP78- 11080
(1980).
134) LaPo rte, D.C. Wie m a n, B.”. . a nd.Sto r m, D.R. : Calciu m
- indu ced
e xpo s u r e of a hydr ophobic s u rfa c e o ncalmodulin . Bioche mistry 19,
38 14- 3819(1980). ト
チ ●l
135) Levin, 衣. ”. and Weiss, B. : Bind･ing qf trifluoperazin eto the
calciu n- de p e nde nt a ctiv ator of cyclic n ucle otide pho sphodiesteras e.
拭o1. Pha m a col. 13, 690- 697 (1,977)】. .
I;｢三‡:rL
t
[ .
- 122-
i36) Fo豊且e m呈u s, A
'-` and G紺 ard, D. :.F且uo r escen ce in v e stigatio n of ca卜
･
適Oduii白 hydroph･obic site s. Bioc.he 凱 Biophys . Re s. Co 乱Blu n. 119,
1i5441!1160
L
,
T
(:･198=4'). ･
.こ盲苅rl ノ ∴ JT∴t .. .
137)Jobm s o n, J｡ D. , Witte n a u e r, L. A. a nd Patha n, R.D. : Cal臥Odulin ,
e 亀且e豆u 晩(2＋) a ntago nist and cat_ciu m(2
＋) tr an spo rte rs in n e r v e a nd
i:. ∴由
.
u
.dycle
l
:i
(
.iJ. 柑eu
+
i
T
al･Trans m. (s up pl.) 18, 97- 11 1(1983).
138)Ta n aka, T. , Ohm u r a, T. and 円idaka, ”. : Calm odulin a ntago nists
'
‡､') こi い;.. bindin g sites on calh Odulin. Phar m a c ol gy 26, 249- 257(1983).
y
(
-
.
1
,
'
･
t'-,
I
1$9) Inagaki, ”. a nd 日idaka, r]. : Tw oty pe s of c alm odulin a ntago nists : a
str u ctu rally related intera ctio n. Pha rm a c olog y29, 75- 84(1984).
● Y
･ 11
q
l 細) John s o n, J. D. : A c alm odulin -like calciu m r e c epto rin the c alciu m
r;r Ilk:han nel. Biophys . ∫. 45, 134- 136(1984).
141)John s o n, J. D. : Allo ste ric inte r a ction s am o ng dr ug bind ing site s on
L
1
. ナ
丁;‾･taln占dulin. Bio chenJ Biophys . Res. Co m m u n. 112, 787- 793(1983).
勺 [
142) Schaeff占r, p∴ Lugin er:･;i じ. , ･Folle niu s- 批 nd, A. , Ge r a rd, D. and
Stoclet, J. - C. : Co mparativ e effe ct of c almodulin inh ib ito rs o n
c alhOdulin' s hydr ophobic site s a nd on the activatio n of cyclic
n u cle otide pho sphodiegte rase by calmodulin . Bio che m. Pha rm a c ol. 36,
1989- 1996(1987).
- 123-
143) 馳ts u shi施8, S ‥ Tan aka, T･ , Saitoh, 臥 ,. Wata･nabe!. .”. ･ ;an句Hidaka , ･
出. : Diffe rent s e nsitivitie s oで_
I Ca2†, ,;･ cal乱OduLl.in
- dependent fCyClic
n u cle otide pho sphodie stera ses fr o血 r abbit a
.
o
'
rta?.5L蝕d
.
bri8ri叩二､t.0
dihydr op yrid in eCa cha n n el blo cke r s. Bioche m. Biophys. Res . Co m q n.
148, 1468- 1474(1987). I : p -;1‥- y i:i り:.1iiT
'
.
1)∴ t∴ロP.nri()i, I
･ -
′ 胃BiiT早 いS)哨uiコLB O
144) Spedding, M･ : Calciu 祖 a ntagO nist s ubgro ups ･
.
'
Tr･en
,ds!.Pha r鴨C:q.l
･ Sci.
6, 109- 114(1985).
･j.^j∴_{r (831
145) Gagno n, G･ , Regoli, D･ a nd Rioux, F･ : Studie s on the Ⅶe ch年qis m of
a ctio n of v a rio u s vas odilator s. Br . ∫. Pha r m a c ol. 70, 219- 227
(1980)･ .If (Pet
`
′ モ T
I
r)I_
146) La血er S, ∫. ”.J. , Cys o u w, E. ∫. and Pe rdo u w, P.D. : Slo w c alcium
cha n n el blockade a nd c almodulin; Effe ct of felodipin e, ni
.
tr e輔 pin e,
pr e n yla min e and bepridilo n c ard iac s a r c ole mal calciu m pu叩ing
ATPas e. Bio che m. Pha m a c ol. 34, 3837-3843(1985).
;
, ∴･[t
l
､
, ,i .
147) Colvin , P･ A･ , Pe a r s o n, ”. , 二Me ssi･neoi-, F. C. and.耳atヱ,言A. ”. : Effe cts
of Ca cha n rl eBlocke rs o nCa tr a n spo rt a nd Ca ATPa s ein skeletal
a nd c a rdia c sar c o plasHic:r etic ulu'n v e g.icle s. ∫. Ca rdio v asc .
Pha r m a c ol. 4, 935-94 1(.1982). ･ ∴
:｢ヒ: L･ J
. )
l
=二 tT) .
- 124-
148) 鮎 ⅤS es豆由軌 凱二A
r
‥
L 舶buldk8r,･.･ IT.S･ . , Adelstein, 衣. S. and Sha 軌O O, A.E. :
Sti肌18七重o F1 0ぞ c 紺in e c 丑rd
'
r
i ぬ 紳 rCOpla's血ic r etic ulu 地Ca2＋ uptake by
dihydr opyridin eC亀
2ヰ
antago nists. Bio chen. Pha 柑 aC Ol. 34, 195- 201
苫U .” I(- ･l198,昏).
'
i
'
{J き. t '1j*L盲0 0 ぎIT a だうi‥ 1うj:n !･1 F :
汁:.i) 0.i;こ - -T+.{･.; .ミ三∴ i .
'
:. ち:3;Jl., .
I
149) Chu r chタ J. and Zs ote r, T･T･ : C争Iciu n a ntago nistic dr ugs; 桐e cha nism
b･1 = 鴫f 励tioh. : .Gan7:･.1
･ -
､
J･: Physiolv･Pha m耳COl･ 4, 935
-941(198 0).
vd . 卜ヨ ‥ :･l1ナ.:,-_tト･.:
･
.I
1由yYs盆i･da,･ E･:㌢也nd.･ van Br e n an, C. : Me chanism of Ca＋ ＋ a nta g o nist- indu ced
vasodilatio n; Intrac ellular 祖eChanis h. Cir c. Re s. 52, 137- 142
(1983).
仙 L
O ILDJV.l
■
.ま い
151)- Pa柏;)-1
r
Dt:;IC. and Spe relakis , N. : Uptake of [3rl]nitr e ndipin einto
c a rdia c and(s; mdoth m us cle s. Bio che m. Pha r mc ol. 32, 1660- 1663
(1983).
(
ー ‾
O r
'
;･, ' 王 .
-
L 3Jl雪5皇)etwi包iia m s, L. T. and･Jo n e s, L･.R.7こ I Spe cific binding of c alciu m
･
a也
'-
;tagbnist [3月]nitr e ndip･in e to s ub
･
c ellula rfr a ctio nis olated fr o m
c anine myo c ardiu m; Ev■ide n c efoトhigh affinity binding to rya n odin e-
s e n sitiv e s a r c opla s bic retic ulu m v e sicle s. J. Biol. Che n. 258,
5如4-5347:→(19細)∴･.･t A . 子
d t I F
:
;
'
153r)
'
Sa 川iento, ∫. G. , Janis , R.A;･
p
,
…
'
Colvin, 求. A. , Trig gle, D. ∫. and Xatz,
A. ”. : Binding of the c alciu m chan n el blocke r nitr e ndipin eto its
r e cep to rin p u rified s a r c ole n ma fr om canine v e ntricle . J. Mol. Cell.
Cardiol. 15, 135- 137(1983).
- 125-
54) lain , 開. E. and Wagn e r, 衣.C. : Int･Jr odu 虻主o･由一in BltiL.Olo戚c 81 Neめr a ne s,
John Wile首 a nd Sons, Ne wt Yo rk., 封98･0).,.
●
5 (Linlニ･J 7p, n r｡丁 ,ェ i 心
r
-
D
･3;→i!L,j,. ､=:ほ
' h 'S:
,5〕 肌 i:, .･ て･仰 ′汀 V. L , I
55) Diam ond, J･: Role of cyclic n u cl甲tides in c o ntr ol oモ峰革0.Ot,h 削 SCle
ノ
c ontr a ctio n. ∫. Cyclic Nu cle otide Re s. 9, 327- 340(1978).
fil
･･
l
亨
･ ･㌻ ･ラ ー .二9†0 空某
I d
y
J Jm 戸
し ,[1 0 1 L-1
･
J :(7;.､i
56) Eukov etz, W. 衣. , Po ch, G. a nd Holz 祖a n n, JS
:
. : Cxc!,.･も:c pu cl@,Q,ti.唾es a nd
relax atio n of v a s cula r sm ooth 仇u SCle . In: Va sodilatio n, ed. by
Va nho ute, P･ M･ and Le u s e n, Ⅰ･ , p p339-353, Raven Bre卵 ,. .aL･bNew:I,.Y甲轍
(1981), ･･ ､ .
. ヽ
弓
ノ
57) Ignarro, L.A. a nd Eado witz, P.J. : The pha m a c ologic al a nd ph閃io -
1ogic al role of cyclic G 肝 in v a s c ula r sm ooth h u S Cl革:7r$l8碓年t享9日j
Ann . Rev . Pha r m a col. To xic ol. 25, 171- 191(1985)汁 ,A I - ” ･"･ユ
+58) Wells, ∫.N. , Wu, Y.∫. , Baird, C.E. and Ha rdman, ∫. G. : Phospho -
dieste r a s e sfrom porcin eL C Or O nar y a rte ries; Inhibition
i
O雷丁寧eP町 ated
fo r n sby xa nthine s, papaver･ine , and.-cyclic n ucleotide s･.
I MoJl･
Phar mac ol. ll, 775-783こ(1975･)･ . -l ･ .-.? l= rl_= ,
.-
･､
-
:.r は 一
J :J 一 ･)い {-･ . :..I ･･..TJ i f, .r ･ チ:
r
r ;
L59) Kakiu chi, S･. , Ya m a s aki, R. , Te shi軌a, Y.･ 口e nishi, tlKT.
1
ま, Ya m ada, S･ ,
Ea siba, A. , Sobu e, 濫. , Ohshim a, ”. and Nakajim a, T. : Membran e
- bo u nd
pr otein s modulatio n and ･ phokS帥 Ddieste r a s e. Adv. Cyclic Nu cle otide
Res. 9, 253- 263(1978). :盲 ′, ､
:亨[て㌻il Lノ .
.きiG F.
'
-1 26-
leo) Teshi粒a, Y. and 監akiuchi, S. : 弼e恥bra ne -bo und fo r k s Of Ca記 ＋ -
depende nt pr otein 塩Odulato rCa記サ ーdepende nt a nd indepe ndent binding
of 地Odulato r protein to the pa rt ic ulate fractio nir o nbrain . ∫.
Cyclic Ⅳu cleotide Re s. 4, 219- 23 1(1978).
161) Gristwo od, R･ W･ , Sta npfo rd, E.
_
A. a nd Willia h S, T.∫. : T he effe ct of
SE&F94120and 鵬B2,948o nfo r c e of c o ntr a ctio n a nd cyclic
n u cleotide c o nte nt of c at 軌yOC ardiu m. Br . ∫. Pha r m a c ol. 89, 573P
(1986).
162) Engla nd, P.J. and Shaid, ”. : Effe ct of fo rskolin on c o ntr a ctile
r e spon s e sand pr otein pho spho r yl8tio nin the is olated pe rfu s ed r at
beart. Bio chem. ∫. 246, 687- 695(1987).
163) Hu r ray, Ⅹ. ∫. , England, P.∫. and Reeve s, ”. L. : Po sitive in otropic
actio n sof SE&F94120o c c u r via a,cyclic AMP
- depe nde nt he Chanism;
Activitie s of ciMPI PrOtein I(ina s e. 8r. J. Pha mac ol. 92, 755P
(198 7).
164) So u n e s s, ∫.E. , Br a zdil, R. , Dio c e e, ち. E. a nd Jo rda n, R. : Role of
s ele ctiv e cyclic GNPpho sphodie ste r a s einhibitor in the hyO r ela x a nt
a ction s of M &B22,948, MY- 5445, vinpo c etin a nd 1- m ethy卜31 is obutyl-
8-(methylamino)Ⅹa nth in e. Br. J.1pha m acol. 98, 725-734(19 89).
- 127-
